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Eine kohlenhydratarme (LC, low-carbohydrate) Diät wurde und wird häufig zur 
Gewichtsabnahme bei übergewichtigen Menschen eingesetzt. Eine erste Variante der 
LC-Diät zur Gewichtsabnahme entwickelte BANTING (1863) in England. Die populärste 
Phase hatte die LC-Diät zur Gewichtsreduktion als sogenannte „Atkins-Diät“ (ATKINS, 
1972). BRAVATA et al. (2003) stellten dar, dass Wissenschaftler später kontrovers über 
Nutzen und Risiken dieser Form der Diät diskutierten.  
Eine Variante der LC-Diät stellt eine ketogene Diät (KD) dar. BAUMEISTER et al. (2003) 
und BAUMEISTER und KLEPPER (2012) beschrieben diese für den Menschen als sehr 
fettreiche, protein- und energiebilanzierte LC-Diät. Die Autoren erklärten, dass 
Kohlenhydrate in so geringem Maße vorhanden sind, dass der Organismus seinen 
Energiebedarf nicht aus ihnen decken kann und deshalb Ketonkörper aus Nahrungsfett 
oder den Fettreserven des Körpers und über die Glukoneogenese Glukose aus 
Nahrungs-Protein gebildet werden. Die durch eine KD erzeugte Ketose wurde und wird 
in der Humanmedizin für verschiedene medizinische Zwecke genutzt. Ihre 
neuroprotektive Eigenschaft wurde u.a. angewandt zur Senkung der Anfallshäufigkeit 
bei pharmakoresistenter und inoperabler Epilepsie bei Kindern, beim 
Glukosetransporter-1 (GLUT-1) -Defekt und beim Pyruvatdehydrogenase-Mangel 
(BAUMEISTER und KLEPPER, 2012). Es sind vielfältige Nebenwirkungen beschrieben und 
ausführlich untersucht worden. Neben Apathie, Appetitminderung, Hypoglycämie, 
Hyperlipidämie und metabolischer Acidose beschrieben BAUMEISTER und KLEPPER 
(2012) z.B. massive Störungen im Kalzium-, Phosphor- und Knochenstoffwechsel und 
Wachstumsstörungen.  
Die Vor- und Nachteile und die Wirkungsweise der KD wurden in vielen Tierversuchen 
erforscht. Eine LC-Diät (i.d.R. gekoppelt mit einem entsprechend hohen Fettgehalt) 
wurde bei verschiedenen Tierarten untersucht.  
Viele Autoren stellten eine Wachstumshemmung und/oder Leistungsreduktion fest 
(ALLRED, 1969; KIENZLE et al., 1985; BIELOHUBY et al., 2010;  JORNAYVAZ et al., 2010). 
Es wurden verschiedene Auswirkungen auf die Körperzusammensetzung der Tiere 
beschrieben: etwa ein gesteigerter Fettgehalt und gleichzeitig erniedrigter 
Stickstoffgehalt des Körpers (JOURNAYVAZ et al., 2010; BIELOHUBY et al., 2011a) oder 
ein erhöhter Fettgehalt der Leber (HYND und ROTTER, 1930; RESNICK, 1978; AXEN und 
AXEN, 2006). In einer Studie von BIELOHUBY et al. (2011a) mit Ratten erzeugte ein 
proteinunabhängiger LC-Effekt einer LCHF-Diät (low-carbohydrate, high-fat; 
kohlenhydratarme Hochfett-Diät) eine verminderte Expression von Wachstumshormon-
Rezeptoren in der Leber mit entsprechend negativen Auswirkungen auf das Wachstum, 




Beim Menschen und beim Tier wurde bei Anwendung einer KD eine beeinträchtigte 
Knochenbildung und Knochenmineralisierung festgestellt (LAC et al., 2008; BIELOHUBY 
et al., 2010). Die negativen Auswirkungen eines hohen Fettgehalts einer Diät (mehr 
ausgeprägt bei schlecht verdaulichen Fetten mit gesättigten, langkettigen Fettsäuren) 
auf die Kalziumabsorption und die Knochenmineralisierung wurden von vielen Autoren 
beschrieben (TADAYYON und LUTWAK, 1969; ATTEH et al., 1983; SALEM et al., 1992).  
Bei der Ratte zeigte sich in einer Studie von BIELOHUBY et al. (2011b), dass eine Ketose 
nur dann sicher erzeugt werden konnte, wenn die LC-Diät außer dem hohen Fettgehalt 
einen sehr geringen Proteingehalt aufwies. Eine proteinbilanzierte KD erzeugte keine 
messbare Erhöhung von Ketonkörpern im Blut der Ratten. Die negativen LC-Effekte auf 
das Wachstum und die Leistung von Tieren konnte in Studien durch eine Erhöhung des 
Proteingehalts der Diäten verbessert werden, sie wurden aber nie ganz ausgeglichen 
(RENNER, 1964; KIENZLE et al., 1985).  
In der folgenden Arbeit wurde bei Ratten der Einfluss von LC(HF)-Diäten mit 
verschiedenem Fett/Protein-Verhältnis, mit und ohne Erzeugung einer Ketose, auf die 
Energiebilanz, den Stickstoff-Stoffwechsel, die Körperzusammensetzung, einige 
Blutwerte und auf die Verdaulichkeit der Rohnährstoffe, Mineralstoffe und 
Spurenelemente überprüft. Es wurden LC-Effekte, Effekte der Ketose, Effekte des 
niedrigen Proteingehalts und Effekte des hohen Fettgehalts der Diäten untersucht und 
differenziert. Möglichkeiten und Probleme bei der Zusammensetzung einer KD für 

















1. Einsatzgebiete der kohlenhydratarmen Ernährung 
 
Kohlenhydratarme (LC, low-carbohydrate) Diäten werden beim Menschen schon seit 
langer Zeit als Diäten zur Gewichtsreduktion angewandt. Die erste Diät dieser Art wurde 
von BANTING (1863) in England veröffentlicht. LUTZ (1986) stellte neben einer 
Gewichtsabnahme auch andere gesundheitsförderliche Aspekte seiner in den 50er- und 
60er-Jahren entwickelten „Lutz-Diät“ fest. Am populärsten wurde die LC-Diät in den 
USA als sogenannte „Atkins-Diät“ (ATKINS, 1972; ATKINS, 1998). Bücher, die die 
Anwendung der LC-Diät beschreiben, wurden in den 90er-Jahren in den USA 
millionenfach verkauft (HELLER und HELLER, 1993; SEARS und LAWREN, 1995).  
Die Sicherheit und die Nebenwirkungen der LC-Diät wurden zu einem späteren 
Zeitpunkt kontrovers diskutiert. BRAVATA et al. (2003) gaben hierzu einen Überblick. In 
den letzten Jahren erschienene Bücher propagierten (HEIMOWITZ, 2013) und 
kritisierten (CAMPBELL, 2014) LC-Diäten zur Gewichtsreduktion bezüglich ihrer 
Effektivität und ihrer Nebenwirkungen.  
PAOLI et al. (2013) zeigten, dass die Mechanismen, die bei einer LC-Diät zur 
Gewichtsreduktion beim Menschen führten, zum Zeitpunkt ihrer Publikation noch nicht 
vollständig geklärt waren. Erklärungsversuche lieferten BLUNDELL et al. (1994), VOLEK 
und WESTMANN (2002) und ERLANSON-ALBERTSSON und MEI (2005), die ein erhöhtes 
Sättigungsgefühl (z.B. in Zusammenhang mit der erzeugten Ketose) feststellten. 
JOHNSTON et al. (2006) fanden heraus, dass eine LC-Diät zur Gewichtsreduktion keine 
ketogene Diät (KD) sein musste. Die KD hatte keine metabolischen Vorteile gegenüber 
einer nicht-ketogenen LC-Diät. VOLEK et al. (2002) stellten fest, dass die Umverteilung 
der Nährstoffe weg von den Fettspeichern (vermittelt durch den Proteinkatabolismus 
der Ketose) und gleichzeitig die Zunahme fettfreier Körpermasse und der Anstieg der 
Stoffwechselrate zur Gewichtsabnahme bei LC-Diäten führten.  
Die Effektivität einer ketogenen LC-Diät als unterstützende Therapie zur Behandlung der 
Epilepsie des Menschen (meist bei einer pharmakoresistenten und inoperablen Form 
der Epilepsie bei Kindern) wurde durch zahlreiche Studien gut belegt. Die ersten Erfolge 
in Kliniken wurden im frühen 20. Jahrhundert beschrieben (WILDER, 1921; PETERMANN, 
1931; KESSLER et al., 2011). Von einer deutlichen Reduktion der Anfallsaktivität 
berichteten in den 70er-Jahren LIVINGSTON et al. (1972) und HUTTENLOCHER (1976).  
KLEPPER und LEIENDECKER (2002) beschrieben, dass die Häufigkeit der Anwendung der 
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KD zur Therapie der Epilepsie aufgrund der Entwicklung neuer Antikonvulsiva abnahm. 
Durch Fehlschlagen der antikonvulsiven medikamentösen Therapie und zur selben Zeit 
veröffentlichte Erfolge der in diesen Fällen erfolgreich angewendeten KD stieg das 
Interesse an der KD zur Behandlung der Epilepsie in den USA wieder an (FREEMAN et 
al., 1998).  
Bis heute wurden sehr viele Studien zum erfolgreichen Einsatz der KD veröffentlicht 
(VINING et al., 1998; LEFEVRE und ARONSON, 2000; KLEPPER und LEIENDECKER, 2002; 
KOSSOFF et al., 2002; PORTA et al., 2009; HONG et al., 2010). Laut KOSSOFF et al. (2011) 
war die KD als unterstützende Therapie zur Medikation in allen großen Zentren für 
Epilepsiebehandlung der Welt etabliert. Den zugrundeliegenden Mechanismus der KD 
zur Reduzierung der Anfallshäufigkeit beschrieben KESSLER et al. (2011) als noch nicht 
vollständig geklärt. OWEN et al. (1967) untersuchten Auswirkungen einer Ketose auf 
den Gehirnstoffwechsel. MA et al. (2007) stellten eine positive Wirkung der KD auf 
neurologische Entgleisungen durch eine Modulation der ATP-abhängigen Kaliumkanäle 
fest. 
Zur Therapie des Glukosetransporter (GLUT-1) -Defekts (KLEPPER et al., 2005; 
BAUMEISTER und KLEPPER, 2012) und des Pyruvatdehydrogenase-Mangels (WEXLER et 
al., 1997; BAUMEISTER und KLEPPER, 2012) beim Menschen, beides Erkrankungen des 
zerebralen Energiestoffwechsels, wurde die KD von NORDLI und DE VIVO (1997) als 
etabliert beschrieben. BAUMEISTER und KLEPPER (2012) berichteten von weiteren 
Indikationen, wie der Anwendung der KD beim Komplex-I-Defekt der Atmungskette und 
beim Rett-Syndrom. In der aktuelleren Forschung wurden bei vielen weiteren 
Erkrankungen des Menschen positive Auswirkungen einer KD untersucht, z.B. bei Typ2-
Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs, Alzheimer und Parkinson (PAOLI et al., 
2013). STAFSTROM und RHO (2012) beschrieben positive Auswirkungen (durch die 
neuroprotektive Rolle der KD) bei Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und 
amyotropher Lateralsklerose. Die Mitochondrienfunktion konnte durch eine KD 
verbessert werden, und sie wurde auch in der Onkologie als therapeutische Möglichkeit 
zur Tumorbehandlung überprüft. 
Bei vielen Untersuchungen zur Anwendung, zur Effektivität, zu Nebenwirkungen und zu 
Mechanismen der LC-Diät bzw. KD wurden Versuchstiere genutzt. Beispiele sind die 
Ratte zur Untersuchung der Regulation von Energiebilanz und Gesichtswiederzunahme 
bei LCHF-Diäten (low-carbohydrate, high-fat; kohlenhydratarme Hochfett-Diäten) 
(CATON et al., 2008) und die Maus bei der Untersuchung zur Effektivität einer KD bei 




2. Effekte der kohlenhydratarmen Ernährung auf die 
Stickstoff-Bilanz, die Körperzusammensetzung und die 
Leistung von Tieren  
 
Die Effekte einer kohlenhydratarmen (LC, low-carbohydrate) oder kohlenhydratfreien 
Diät auf das Wachstum, die Leistung, die Körperzusammensetzung und die Blutwerte 
bei verschiedenen monogastrischen Tierarten wurden in vielen Studien untersucht. 
Bei der Maus und der Ratte wurde eine Gewichtsabnahme bzw. Wachstumsretardation 
bei LC- oder kohlenhydratfreien Diäten mit hohem Fettgehalt beschrieben (HYND und 
ROTTER, 1930; GOLDBERG, 1971; MCCARGAR et al., 1989; KENNEDY et al., 2007; 
RUSKIN et al., 2009; BIELOHUBY et al., 2010; JORNAYVAZ et al., 2010). Beim Huhn 
stellten RENNER (1964) und ALLRED (1969) eine Gewichtsabnahme bei LC- oder 
kohlenhydratfreien Diäten fest. ALLRED und ROEHRIG (1970) beschrieben für das Huhn 
eine sinkende glykolytische und steigende glukogene Enzymaktivität in der Leber bei 
kohlenhydratfreien Diäten. Da auf diese Weise viele Aminosäuren verbraucht wurden, 
fehlten diese für das Wachstum der Tiere.  
Es wurde von verschiedenen Autoren gezeigt, dass es bei Erhöhung des Proteinanteils 
einer LC-Diät zur Verbesserung des Wachstums der Tiere kam. RENNER (1964) 
beschrieb, dass LC-Diäten bei Hühnern zur Wachstumsreduzierung führten und sich das 
Wachstum bei einer Erhöhung des Proteinanteils der Ration verbesserte, wobei auch 
bei LC-Diäten mit hohem Proteingehalt die Höhe der Gewichtszunahme der Tiere der 
kohlenhydrathaltigen Diät der Kontrollgruppe nicht erreicht wurde. BIELOHUBY et al. 
(2011a) stellten in ihrer Studie bei Ratten fest, dass auch bei Erhöhung des 
Proteingehalts einer LC-Diät mit hohem Fettgehalt und verbessertem Wachstum der 
Tiere ein proteinunabhängiger LC-Effekt auf das Wachstum bestehen blieb. Bei 
wachsenden Hunden untersuchten BELO et al. (1976) und ROMSOS et al. (1976) 
kohlenhydratfreie Diäten und stellten kein reduziertes Wachstum fest. Allerdings lag der 
Proteingehalt der kohlenhydratfreien Diäten dieser Versuche über den Empfehlungen 
für wachsende Hunde (NRC, 2006). 
Negative Auswirkungen von LC-Diäten auf die Reproduktionsleistung von Ratten 
beschrieben TAYLOR et al. (1983). ROMSOS et al. (1981) zeigten, dass bei einer 
kohlenhydratfreien Diät, mit einem zur kohlenhydrathaltigen Kontrolldiät identischen 
Proteingehalt, die Reproduktionsleistung von Hündinnen reduziert war. Die Autoren 
bemerkten eine veränderte Milchzusammensetzung mit erhöhtem Fettgehalt und 
vermindertem Laktosegehalt und die Jungtiersterblichkeit nahm zu. KIENZLE et al. 
(1985) beschrieben für Hündinnen, dass bei einer kohlenhydratarmen Diät, mit einem 
geringeren Proteingehalt als in der von ROMSOS et al. (1981) verwendeten 
kohlenhydratarmen Diät, die Welpensterblichkeit erhöht war. Die Welpen hatten 
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geringere Geburtsgewichte und eine höhere Rate der perinatalen Sterblichkeit. Eine 
Erhöhung des Proteins in der Ration der Hündinnen über den Gehalt der von ROMSOS 
et al. (1981) verwendeten Diäten führte zu einem verbesserten Geburtsgewicht der 
Welpen und verminderte die perinatale Sterblichkeit. Im Vergleich zur 
kohlenhydrathaltigen Kontrolldiät verschwanden die bei der kohlenhydratfreien 
Ernährung beobachteten negativen Effekte auf die Reproduktionsleistung auch bei einer 
hohen Proteinaufnahme der Tiere nie vollständig. BLAZA et al. (1985) zeigten für eine 
kohlenhydratfreie Diät mit hohem Proteinanteil und einem über den Empfehlungen 
liegenden Aminosäuregehalt keine Gewichtsreduktion gravider Hündinnen und eine 
unveränderte Reproduktionsleistung. KRONFELD (1977) stellte für Rennhunde bei einer 
kohlenhydratfreien Diät mit hohem Proteingehalt eine verbesserte Leistung fest. 
Beim Schwein beschrieben BEE et al. (2006) ein unverändertes Gewicht nach 3 Wochen 
LC-Diät. LEHESKA et al. (2002) stellten eine Gewichtsabnahme von Schweinen bei einer 
Fütterung einer LC-Diät mit hohem Proteingehalt fest. Auswirkungen auf die 
Reproduktion bei Schweinen untersuchten METZLER-ZEBELI et al. (2012) und METGES et 
al. (2012), wobei auch bei hohem Proteingehalt einer LC-Diät die Reproduktionsleistung 
reduziert war.  
In Studien beim Hund, beim Huhn, bei der Ratte und der Maus konnte bei der 
Verwendung von kohlenhydratfreien oder LC-Diäten, v.a. bei proteinarmen Diäten, eine 
messbare Ketose erzeugt werden (ALLRED, 1969; HAMMEL et al., 1977; ROMSOS et al., 
1981; TAYLOR et al., 1983; KIENZLE et al., 1985; KENNEDY et al., 2007; WILLIAMS et al., 
2007; RUSKIN et al., 2009; GARBOW et al., 2011). BIELOHUBY et al. (2011b) stellten fest, 
dass bei der Ratte die Erzeugung einer Ketose bei der Verwendung einer LC-Diät mit 
hohem Fettgehalt abhängig vom Proteingehalt der Diät war und sie zuverlässig nur bei 
sehr niedrigem Proteingehalt der Diät erzeugt werden konnte. Die Autoren 
beschrieben, dass ein moderater Proteingehalt genügend glukoplastische Aminosäuren 
für die Glukoneogenese enthielt und somit die Entstehung einer Ketose verhindert 
werden konnte. Auch RENNER und ELCOMBE (1967) fanden bei Versuchen mit Hühnern 
heraus, dass bei Erhöhung des Proteins einer LC-Diät die Ketose geringer ausgeprägt 
war.  
Bei einer Proteinunterversorgung von Ratten beschrieben CREWS et al. (1969) einen 
negativen Effekt auf das Wachstum und KIRSCH et al. (1986) stellten eine reduzierte 
Futteraufnahme fest. Für den Menschen wurde gezeigt, dass eine reduzierte 
Nahrungsaufnahme auch als LC-Effekt und/oder als Effekt einer Ketose auftrat (RIOS, 
2001; MCCLERNON et al., 2007; JOHNSTONE et al., 2008).  
Die Zunahme von Körperfett und ein vermindertes LBM (lean body mass; fettfreie 
Körpermasse) bei LC-Diäten beschrieben BIELOHUBY et al. (2011a) bei der Ratte und 
JORNAYVAZ et al. (2010) bei der Maus. NAISMITH und CURSITER (1972) haben bei 
Ratten unter einer LC-Diät mit niedrigem Proteingehalt weniger Körperprotein und 
mehr Körperfett festgestellt als bei LC-Diäten mit höherem Proteingehalt. Andere 
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Studien an Ratten zeigten eine Abnahme von Körperfett und eine Zunahme von 
Körperprotein bei einer Erhöhung des Proteingehalts einer LC-Diät (HARTSOOK et al., 
1973; SCHMID et al., 1984; MCCARGAR et al., 1989). 
Beim Menschen wurde festgestellt, dass bei einer Störung der GH/IGF1 -Achse (growth 
hormone / insulin-like growth factor 1; Wachstumshormon / insulinähnlicher 
Wachstumsfaktor 1 -Achse) Auswirkungen auf das Wachstum, den Fett-Stoffwechsel, 
den Glukose-Stoffwechsel und die Knochenmineralisierung vorhanden waren (STEWART 
und ROTWEIN, 1996; ROSS, 2000).  
Bei Mäusen konnte von LUQUE und KINEMAN (2006) eine reduzierte GH-Freisetzung bei 
einer Standard-Hochfett-Diät gezeigt werden. 
CAPPON et al. (1993) stellten beim Menschen fest, dass Diäten mit hohem Fettgehalt 
Somatostatin stimulierten, was wiederum zu einer verminderten GH-Freisetzung führte. 
BIELOHUBY et al. (2011a) untersuchten LC-Diäten mit hohem Fettgehalt bei Ratten. 
Diese reduzierten, unabhängig von der Höhe des Gehalts an Protein und Fett, die 
Expression der GH-Rezeptoren in der Leber und führten zu einer partiellen GH-Resistenz 
der Leber. Die zentrale Regulation des GH war beeinträchtigt, was in einer 
Wechselwirkung mit der Akkumulation von viszeralem Fett und einem gestörten 
Knochenwachstum der Tiere stand. Da eine zur Kontrolldiät im Proteingehalt identische 
LC-Diät eine reduzierte GH-Rezeptor und IGF-1 Expression in der Leber zeigte, war für 
diese LC-Diät ein proteinunabhängiger LC-Effekt auf die GH/IGF1-Achse vorhanden. Im 
Vergleich von LC-Diäten mit zur Kontrolldiät unterschiedlich reduziertem Proteingehalt 
zeigte sich eine deutlichere Beeinträchtigung der GH/IGF1-Achse für die LC-Diät mit 
dem geringsten Proteingehalt. Auch MEJIA-NARANJO et al. (2003) stellten einen Einfluss 
der Höhe des Proteingehalts einer Diät auf die GH/IGF1-Achse bei Ratten fest. Beim 
Menschen wurde gezeigt, dass eine hohe Proteinaufnahme bzw. die Aufnahme an 
bestimmten Aminosäuren die GH-Freisetzung stimulierte (PENMAN et al., 1981; VAN 
VUGHT et al., 2008). FAN et al. (2009) beschrieben für Mäuse eine Leberverfettung 
beim Fehlen von GH-Rezeptoren. In einer Studie von BIELOHUBY et al. (2011a) zeigten 
Ratten mit beeinträchtigter GH/IGF1-Achse eine Leberverfettung. Für LC-Diäten wurde 
der Fettgehalt der Leber bei vielen Tierarten als erhöht beschrieben: beim Hund, bei der 
Ratte und bei der Maus (HYND und ROTTER, 1930; RESNICK, 1978; AXEN und AXEN, 
2006; JORNAYVAZ et al., 2010; BIELOHUBY et al., 2011a; GARBOW et al., 2011). Ein 
erhöhtes Lebergewicht bei LC-Diäten beschrieben HYND und ROTTER (1930) für Ratten 
und Mäuse. Eine Hochregulation von Genen der Fettoxidation stellten PISSIOS et al. 
(2013) für Ratten und KENNEDY et al. (2007) für Mäuse unter einer LC-Diät fest. Erhöhte 
Leberwerte (ALT, AST oder GPT) wurden bei einer LC-Diät bei der Ratte (GOLDBERG, 
1971; BIELOHUBY, 2011a) und der Maus (JORNAYVAZ et al., 2010; GARBOW et al., 2011) 
gemessen. Erhöhte freie Fettsäuren im Blut wurden für kohlenhydratfreie Diäten beim 
Hund (HAMMEL et al., 1977; ROMSOS et al., 1981) und beim Huhn (ALLRED, 1969) 
beschrieben, sowie für LC-Diäten beim Nerz (FINK et al., 2002) und bei der Ratte 
(BIELOHUBY et al., 2011a). Erhöhte Triglyceridspiegel im Blut stellten KONIJN et al. 
(1970), WILLIAMS et al. (2007) und JORNAYVAZ et al. (2010) bei 
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Ratten und Mäusen unter einer LC-Diät fest. Erhöhte Triglyceridspiegel im Serum von 
Ratten unter einer LC-Diät beschrieben BIELOHUBY et al. (2011a) als abhängig vom 
Fettgehalt. Der Triglycerid-Gehalt im Serum stieg mit steigendem Fettgehalt der LC-
Diäten an.  
Der für LC-Diäten beschriebene Effekt einer Fettakkumulation in der Leber wurde von 
WEBSTER (1942), KOSTERLITZ (1947) und KIRSCH et al. (1968) auch für eine 
Proteinmangelernährung bei Ratten beschrieben.  
PISSIOS et al. (2013) stellten bei Ratten fest, dass die Ausbildung einer Fettakkumulation 
der Leber bei einer ketogenen LC-Diät durch eine Zugabe von Cholin reduziert werden 
konnte. 
Für LC- oder kohlenhydratfreie Diäten wurde in Studien festgestellt, dass der 
Glykogengehalt der Leber bei der Ratte (HYND und ROTTER, 1930) und bei beim Huhn 
(RENNER und ELCOMBE, 1967) erniedrigt war. In der Studie von RENNER und ELCOMBE 
(1967) wurde ein unveränderter Glykogengehalt der Muskulatur der Hühner 
festgestellt. Beim Schwein war der Glykogengehalt der Muskulatur bei LC-Diäten mit 
hohem Proteingehalt erniedrigt (BEE et al., 2006). BIELOHUBY et al. (2011b) stellten 
eine verminderte Glukoneogenese bei Ratten unter einer LC-Diät mit hohem Fettgehalt, 
im Zusammenhang mit einer Fettakkumulation in der Leber, fest. Für LC-Diäten mit 
hohem Proteingehalt beschrieben EISENSTEIN et al. (1974) eine erhöhte 
Glukoneogenese bei der Ratte. 
KONIJN et al. (1970) und BELO et al. (1976) beschrieben für Hunde und Ratten eine 
reduzierte Glukosetoleranz bei kohlenhydratfreien Diäten. KIENZLE et al. (1985) stellten 
fest, dass bei Hündinnen unter einer kohlenhydratfreien Diät der Plasmaglukosegehalt 
in den letzten 2-3 Wochen vor der Geburt vermindert war. Bei der von den Autoren 
verwendeten kohlenhydratfreien Diät mit einem hohen Proteingehalt wurde eine 
geringe Senkung des Plasmaglukosegehalts beobachtet. Bei der kohlenhydratfreien Diät 
mit einem geringen Proteingehalt hingegen wurde eine starke Senkung des 
Plasmaglukosegehalts beobachtet. Die Hündinnen entwickelten bei beiden 
kohlenhydratfeien Diäten eine verringerte Glukosetoleranz während der Gravidität und 
der Laktation. 
Erhöhte Werte für Glukose und Insulin im Blut und die Ausbildung einer Insulinresistenz 
wurden bei der Ratte und der Maus unter LC- oder kohlenhydratfreien Diäten u.a. von 




3. Effekte der Fütterung von Fett auf die Absorption von 
Kalzium 
3.1. Physiologie der intestinalen Kalziumresorption 
 
Viele Studien an Ratten zeigten eine aktive Resorption von Kalzium im Darm. Die 
Resorptionsrate war in einer Studie von KRAWITT und SCHEDL (1986) im Jejunum am 
höchsten. Über die Höhe der Rate im Ileum wurde kontrovers diskutiert (KARBACH und 
RUMMEL, 1987a). Die Kontaktzeit der Ingesta (mit dem darin enthaltenen Kalzium) mit 
der Mukosa des Darms war im Versuch von HALBRITTER (1971) für die Höhe der 
enteralen Resorption entscheidend. Im proximalen Dünndarm wurde Kalzium zum 
Großteil als ionisiertes Kalzium in Form eines aktiven Kationentransports resorbiert. Bei 
wachsenden und graviden Tieren war die Rate am höchsten (SCHACHTER et al., 1960). 
KARBACH und RUMMEL (1987b) beobachteten, dass auch im Dickdarm der Ratte 
Kalzium resorbiert wurde. Bei RIEMANN et al. (2007), LÖFFLER et al. (2013) und 
ANONYMUS (2013) wurde die intestinale Kalziumabsorption beim Menschen wie folgt 
beschrieben: 1) Bei einem hohem intraluminalen Kalziumgehalt als passive Diffusion auf 
parazellulärem Weg entlang eines elektrochemischen Gradienten durch 
Interzellularspalten (v.a. im Jejunum und Ileum) und 2) bei einem niedrigen 
intraluminalen Kalziumgehalt als aktive transzelluläre Resorption über Kalzium-Kanäle 
an der apikalen Enterozytenmembran und  energieabhängig, z.B. durch eine Kalzium-
ATPase, an der basolateralen Membran (stimuliert durch Vitamin D, v.a. im Duodenum). 
EWE (1974) zeigte beim Menschen die höchste Resorptionskapazität für das Duodenum 
und die quantitativ größte Resorptionsmenge für das Jejunum. MESSMANN (2011) 
beschrieb beim Menschen das Duodenum als Hauptort der Kalziumresorption, eine 
geringere Resorption findet laut Autor im Jejunum und Ileum statt. 
 
3.2. Physiologie der Fettresorption 
 
Bei ANONYMUS (2013) wurde die Fettresorption des Menschen als rasche und 
vollständige Resorption von kurz- und mittelkettigen Fettsäuren von den Enterozyten 
direkt ins Portalblut und für langkettige Fettsäuren der Transport in Chylomikronen 
über das Lymphgefäßsystem in den Blutkreislauf beschrieben. DOYLE (2004) stellte für 
den Menschen eine schlechtere Resorptionsfähigkeit der Fettsäuren mit größerer 
Kettenlänge (härteres Fett) fest und auch die Struktur der Fettmoleküle war für die 
Resorptionsfähigkeit entscheidend. Die Resorption war bei gesättigten, langkettigen 
Fettsäuren am schlechtesten. Rindertalg als hochgesättigtes Fett zeigte in Versuchen bei 
Schweinen, Hunden Katzen und Ratten eine schlechte Verdaulichkeit (LLOYD und  
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CRAMPTON, 1957; PEACHEY et al., 1999; MITCHAOTHAI et al., 2008; MACRI et al., 
2011). 
 
3.3. Einfluss des Fettgehalts und der Fettart auf die Absorption von 
Kalzium und die Mineralisierung der Knochen  
3.3.1. Studien beim Menschen 
Die ersten Versuchsergebnisse zum Einfluss von Fett auf die Absorption von Kalzium 
wurden Anfang des 20. Jahrhunderts beim Menschen beschrieben. Bereits STEINITZ 
(1903) stellte fest, dass bei Kindern ein hoher Gehalt an Rahm in der Nahrung die 
Absorption von Kalzium reduzierte. ROTHBERG (1907) untersuchte eine bei Kindern 
auftretende negative Kalziumbilanz bei fettreicher Nahrung. Die Autoren CRONHEIM 
und MÜLLER (1908) zeigten, dass bei Kindern mit moderater Fettaufnahme ein Teil des  
Kalziums durch das Fett gebunden wurde. BOSWORTH et al. (1918) fanden heraus, dass 
die Menge an ionisiertem Kalzium im Darm die Höhe der Seifenbildung bestimmte. Die 
Menge an Kalziumseifen, die dann tatsächlich ausgeschieden wurde, war abhängig von 
der Löslichkeit der gebildeten Seife. Auch TELFER (1921) stellte dies fest. Bei einem 
hohen Gehalt an Fettsäuren im Darm war Kalzium vermehrt als Kalziumseife im Stuhl zu 
finden. Die Höhe der Kalziumseifen im Stuhl war abhängig von der Höhe der freien 
Fettsäuren im Darm.  
STEGGERDA und MITCHELL (1951) untersuchten den Einfluss von hohen 
Milchfettaufnahmen auf die Verdaulichkeit von Kalzium bei erwachsenen Männern. Die 
Autoren konnten keinen Effekt auf die Kalziumabsorption feststellen. AGNEW und 
HOLDSWORTH (1971) untersuchten den Einfluss von Palmöl und mittelkettigen 
Triglyzeriden auf die Absorption von Kalziumchlorid beim Menschen. Palmöl, nicht 
jedoch die mittelkettigen Triglyzeride, verringerten die Kalziumabsorption. LAVAL-
JEANTET und LAVAL-JEANTET (1976) fanden heraus, dass es bei kurz- und mittelkettigen 
Fettsäuren, essentiellen Fettsäuren und Ölsäure zu einer Verbesserung der 
Kalziumabsorption kam. Bei langkettigen, gesättigten Fettsäuren und Erukasäure kam es 
zu einer Reduzierung der Kalziumabsorption und -retention. VAN DOKKUM et al. (1983) 
stellten fest, dass weder bei einer Fettaufnahme von bis zu 42% der Energie, noch bei 
einer Zulage von bis zu 16% der Energie als Linolsäure (bei insgesamt 42% der Energie 
als Fett) die Kalziumbilanz beeinträchtigt wurde. Einen Überblick zu Studien über den 
Einfluss von essentiellen Fettsäuren auf die Kalziumbilanz veröffentlichten KRUGER und 
HORROBIN (1997). Essentielle Fettsäuren hatten einen positiven Effekt auf die 
Kalziumresorption im Darm, welcher laut Autoren zum Teil durch eine Verstärkung der 
Vitamin D3-Wirkung bedingt war. Die Autoren zitierten verschiedene Studien, in denen 
essentielle Fettsäuren die Kalziumretention und die Einlagerung von Kalzium in die 
Knochen, die Knochenstärke und die Synthese von Knochen-Kollagen verbesserten.  
Eine als therapeutische Diät genutzte fettreiche KD zeigte in Studien mit Kindern 
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negative Einflüsse auf das Wachstum und die Knochengesundheit. VINING et al. (2002) 
und LIU et al. (2003) stellten ein reduziertes Wachstum der Kinder unter einer KD fest. 
NEAL et al. (2008) zeigten, dass epilepsiekranke Kinder unter einer therapeutischen KD 
ein verringertes Höhenwachstum (height z-score), bereits 6 Monate nach 
Therapiebeginn, aufwiesen. BERGQVIST et al. (2008) berichteten bei epilepsiekranken 
Kindern unter einer KD von einer deutlich reduzierten Knochenmineralisierung. 
 
3.3.2. Studien beim Hund 
LIU und MCCAY (1953) untersuchten den Einfluss der Höhe des Fettgehalts in der Ration 
von Hunden. Bei erwachsenen Hunden zeigte sich beim Vergleich eines Fettgehalts von 
5% und 40% in der Ration (Fettzugabe als Rindertalg oder Maisöl) eine Tendenz zu einer 
negativen Kalziumbilanz bei der höheren Fettaufnahme. Bei einer von 3% auf 20% 
erhöhten Fettkonzentration (Zusatz von weißem Fett) in der Ration zeigte sich bei 
jungen Hunden kein erhöhter Bedarf an Kalzium (JENKINS und PHILLIPS, 1960).
HALLEBEEK und HAZEWINKEL (1997) untersuchten bei wachsenden Hunden die 
Kalzium- und Fettverdaulichkeit bei einer Diät mit hohem Fettgehalt. Es wurde dieser 
Diät im Vergleich zur Kontrolldiät Rindertalg zugesetzt und der Gehalt an Weizenstärke 
wurde reduziert. Die Tiere der Hochfett-Diät nahmen mehr Energie, mehr Kalzium und 
mehr Fett auf. Sie schieden mehr Fett und mehr Kalzium fäkal aus. Die scheinbare und 
wahre Verdaulichkeit von Kalzium war nicht signifikant beeinflusst. Die berechnete 
Bildung von Kalziumseifen für die Hochfett-Diät ergab 1,8% der Kalziumaufnahme, was 
bei einer hohen Kalziumaufnahme laut Autoren zu vernachlässigen war.  
Eine weitere Studie bei Hunden, durchgeführt von LYMAN und beschrieben von GIVENS 
(1917), zeigte, dass eine schlechte Verdaulichkeit von Fetten die Kalziumausscheidung 
über die Fäzes erhöhte und eine negative Kalziumbilanz hervorrief, auch bei sehr 
reichlicher Kalziumzufuhr. Bei der Verfütterung von Palmitinsäure war die fäkale 
Ausscheidung von Kalziumseifen aufgrund der schlechten Verdaulichkeit erhöht.  
Viele weitere Autoren beschrieben eine Bindung von Kalzium an Fette und eine daraus 
entstehende Bildung von schlecht resorbierbaren Kalziumseifen, durch welche 
wiederum die fäkale Fettausscheidung erhöht wurde (CHENG et al., 1949; APPLETON et 
al., 1992; MEYER und ZENTEK 2005).  
DOBENECKER et al. (2010) untersuchten die Auswirkungen einer hohen 
Kalziumaufnahme bei wachsenden Hunden. Es zeigte sich, dass dadurch u.a. die 
Fettverdaulichkeit reduziert war. Bei einer Zugabe von Knochenschrot stellten MEYER 
und MUNDT (1983) bereits fest, dass sich die Fettverdaulichkeit reduzierte (bei 
fettreichen Diäten war dieser Effekt verstärkt). Auch in dieser Studie wurde eine Bildung 
von Kalziumseifen vermutet. Hohe Kalziumgaben reduzierten auch im Versuch von 
FRANK (2008) die Verdaulichkeit von Fett. Hunde dieses Versuches waren unter einem 
Alter von sechs Monaten nicht in der Lage, eine veränderte Kalziumzufuhr in der 
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Nahrung durch eine Veränderung der Kalziumabsorption aus dem Darmtrakt 
auszugleichen. In mehreren Studien wurde festgestellt, dass der Absorptionskoeffizient 
für Kalzium sich bei höherer Kalziumgabe nicht veränderte (GOEDEGEBUURE und 
HAZEWINKEL, 1986; SCHOENMAKERS et al., 2000; DOBENECKER, 2002; LAUTEN et al., 
2002). In einer Studie von DOBENECKER et al. (2014) stellte sich heraus, dass sich der 
Hund bezüglich der Erforschung des Zusammenhangs von Kalziumaufnahme und 
Skelettentwicklung nicht als Modell für den Menschen eignete. Da erwachsene Hunde, 
im Vergleich zum Menschen, die Kalziumverdaulichkeit nicht der Höhe der 
Kalziumaufnahme anpassen konnten, war bei geringer Kalziumaufnahme keine 
Verbesserung der Kalziumverdaulichkeit festzustellen und es kam bei den Hunden mit 
geringer Kalziumaufnahme zu einer Erhöhung der Marker für die Knochenresorption.
 
3.3.3. Studien beim Schwein 
Bei wachsenden Schweinen wurde der Einfluss verschiedener Fettarten auf die Bildung 
von Seifen im Darm untersucht. KADZERE und MOLNAR (1989) stellten fest, dass die 
Ausscheidung von Kotseifen signifikant von der Fettart abhängig war. Die Seifenbildung 
nahm mit Erhöhung des Anteils an langkettigen, gesättigten Fettsäuren zu. Ein Teil der 
Seifenbildung fand im Duodenum und Jejunum statt, der überwiegende Teil jedoch im 
Rektum. 
 
3.3.4. Studien beim Huhn 
ATTEH et al. (1983) testeten bei wachsenden Hühnern Diäten mit einem Fettgehalt von 
0-9%. Sie konnten einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Fettgehalt der 
Ration und dem Kalziumgehalt der Knochen der Tiere darstellen. Je mehr Fett in der 
Diät enthalten war, desto niedriger war der Kalziumgehalt der Knochen. Eine zusätzliche 
Gabe von Kalzium übers Futter verbesserte die negativen Auswirkungen des Fettes auf 
die Kalziumretention und die Knochenmineralisierung nicht. In dieser Studie testeten 
die Autoren auch die Auswirkungen von Maisöl als Fettquelle. Sie stellten fest, dass der 
Mineralstoffgehalt der Knochen und die Kalziumretention vermindert waren. In einer 
weiteren Studie testeten ATTEH und LEESON (1983) Diäten mit 8% Linolsäure, Ölsäure, 
Palmitinsäure oder Stearinsäure an wachsenden Hühnern. Palmitinsäure und 
Stearinsäure erzeugten eine vermehrte Bildung von Seifen im Kot, reduzierten 
gleichzeitig die Kalziumretention und senkten den Kalziumgehalt und den Aschegehalt 
der Knochen. Eine höhere Zugabe von Kalzium verbesserte diese negativen 
Auswirkungen nicht. Bei allen Tieren sank mit der Zugabe der Fettsäuren der 
Plasmagehalt an Kalzium signifikant. Eine weitere Studie von ATTEH und LEESON (1984) 
zeigte an wachsenden Hühnern bei allen Diäten mit 8% Oleat oder Palmitat oder eine 
Mischung beider (50/50) eine Seifenbildung im Darm. Bei Palmitatzugabe konnten 
zusätzlich eine verminderte Mineralstoffdichte und ein verminderter Kalziumgehalt der 
Knochen festgestellt werden. Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der 
Art des Fetts und der Kalziumdichte der Knochen abgeleitet werden. Wurde den Tieren 
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mehr Kalzium übers Futter zugegeben, reduzierte sich mit zusätzlicher Erhöhung des 
Fettgehalts im Futter die Kalziumretention und der Kalziumgehalt der Knochen. WOHL 
et al. (1998) fütterten ausgewachsenen Hähnen über 20 Wochen eine Diät mit einem 
Anteil von 10% (der TS) gesättigten Fettsäuren (zu 95,1% Tripalmitat). Es wurden ein 
reduzierter Mineralstoffgehalt und eine geringere Knochenstärke des spongiösen 
Knochens festgestellt. 
 
3.3.5. Studien bei Ratten 
Bei Ratten stellten verschiedene Autoren einen Zusammenhang zwischen der Höhe des 
Fettgehalts und negativen Auswirkungen auf die Kalziumresorption fest (FRENCH,  1942; 
CHENG et al., 1949). KANE et al. (1949) beschrieben, dass mit steigendem Alter der 
Ratten und mit Erhöhung des Fettes in der Ration die Kalziumausscheidung mit den 
Fäzes anstieg. Ähnliche Ergebnisse fanden auch KAUP et al. (1990). Bei einer Diät mit 
hohem Fettgehalt (20% Butterfett) zeigten nicht die juvenilen, sondern die adulten 
Ratten eine verminderte Kalziumabsorption. Dies spiegelte sich auch im Auffinden von 
Kalziumseifen im Kot der adulten Tiere wider.  
TADAYYON und LUTWAK (1969) zeigten an wachsenden Ratten, dass bei der Zugabe 
von Triglyzeriden zu einer fettfreien Diät die Menge und der Typ des Fettes eine große 
Rolle spielten. So verursachte in dieser Studie ein Gehalt von 25% Tripalmin oder 
Tristearin oder ein Gehalt von 20% Palmitat eine verringerte Kalziumabsorption und -
retention. Keine Veränderung zeigte eine Zugabe von 5% Tristearin oder Triolein. 
CALVERLEY und KENNEDY (1949) gaben wachsenden Ratten eine 5%-ige Fettzugabe 
(Fett mit verschiedenen Schmelzpunkten) zu einer ausreichend mineralisierten Diät mit 
ausgewogenem Kalzium/Phosphor-Verhältnis. Es stieg die mit dem Kot ausgeschiedene 
Kalziummenge an, die Mineralisierung der Knochen war mit der Fettzugabe jedoch nicht 
beeinträchtigt. Die Kalziumausscheidung war höher bei langkettigen, gesättigten, 
schlecht absorbierbaren Fettsäuren (die Autoren vermuteten die Bildung von relativ 
unlöslichen Kalziumseifen) - wobei die Phosphorausscheidung nicht erhöht war. Bei 
kurzkettigen, ungesättigten und schnell absorbierbaren Fettsäuren war die 
Kalziumausscheidung weniger stark erhöht. Gleichzeitig war die Phosphorausscheidung 
erhöht, was laut Autoren darauf schließen lässt, dass es bei diesen Fettsäuren nicht zur 
Bildung von Kalziumseifen kam. Wenn sehr viel Kalzium über den Kot ausgeschieden 
wurde, war die renale Ausscheidung von Kalzium geringer und die renale Ausscheidung 
von Phosphor höher.  
In einer Studie von GACS und BARLTROP (1977) wurde männlichen, wachsenden Ratten 
eine Gabe von verschiedenen Fettseifen mit der gleichen Menge Kalzium ins 
Duodenum, distal einer operativ gesetzten Ligatur, eingegeben und daraufhin die 
Kalziumabsorption gemessen. Es wurde festgestellt, dass die Absorption von Kalzium 
negativ mit der Kettenlänge der Fettsäuren (1% für Stearinsäure bis 60% für 
Hexansäure) korrelierte. Je ungesättigter die Fettsäure war, desto besser war die 
Absorption. Die Höhe der Kalziumseifen im Kot stellte einen Index für die Bildung von 
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Kalziumseifen im Darm dar. Die Höhe der Bildung von Kalziumseifen und die 
Verringerung der Absorption von Kalzium korrelierten positiv.  
GACS und BARLTROP (1977) stellten in ihrer Studie auch fest, dass sich bei einer 
Kalziumchloridzugabe keine Kalziumseifen bildeten und die Kalziumabsorption nicht 
verringert war (beim Zusatz von Tristearat, Trioleat und Tridekanoat). Bereits BOYD et 
al. (1932) stellten bei Ratten fest, dass durch eine Zugabe von Fett und Kalziumchlorid 
die Azidität der Ingesta zunahm und es dadurch zu einer Verbesserung der 
Kalziumabsorption und einer geringeren fäkalen Ausscheidung von Kalziumseifen kam. 
 KELLY et al. (2003) zeigten eine signifikante Erhöhung der Kalziumabsorption bei 
wachsenden Ratten unter einer Diät reich an Omega-3 Fettsäuren (Mischung aus 
Menhadenöl und Färberdistelöl), substituiert mit konjugierter Linolsäure. Sie verglichen 
diese Diät mit einer isoenergetischen Diät reich an Omega-3 Fettsäuren, ohne 
Substitution von konjugierter Linolsäure und mit zwei isoenergetischen Diäten reich an 
Omega-6 Fettsäuren (Sojaöl), mit und ohne Substitution von konjugierter Linolsäure. 
Die Autoren konnten keinen Einfluss aller untersuchten Diäten auf die 
Knochenmineralisierung feststellen. HOU et al. (1990) untersuchten den Einfluss einer 
Diät mit hohem Fettgehalt auf die Knochenmineralisierung bei Ratten. Sie stellten eine 
reduzierte Dicke der Kortikalis und eine geringere strukturelle Festigkeit des 
Oberschenkelhalses fest. LI et al. (1990) bestätigten schlechtere mechanische 
Eigenschaften der Tibiae und SALEM et al. (1992) und ZERNICKE et al. (1995) der 
Lendenwirbel von Ratten, die mit Hochfett-Diäten gefüttert wurden. LAC et al. (2008) 
stellten eine geringere Mineralisierung und eine geringere Dichte der Knochen bei 
Ratten unter Hochfett-Diäten fest. BIELOHUBY et al. (2010) fütterten wachsenden 
Ratten zwei verschiedene LC-Diäten mit hohem Fettgehalt, wobei bei beiden Diäten das 
Längenwachstum, die Mineralstoffdichte und die mechanischen Eigenschaften der 
Knochen reduziert war. Die Autoren stellten als Ursache eine gestörte Knochenbildung 
fest. 
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Truly ketogenic rodent diets are low in carbohydrates but also low in protein. The aim of 
this study was to differentiate effects of ketosis, low carbohydrate (LC) and/or low-
protein intake on energy and nitrogen metabolism. 
Methods:  
We studied the nitrogen balance of rats fed LC diets with varying protein contents: LC 
diets consisted of 75/10, 65/20 and 55/30 percent of fat to protein (dry matter), 
respectively, and were iso-energetically pair-fed to a control (chow) diet to 12-wk-old 
male Wistar rats (n = 6 per diet). 
Previous studies demonstrated only LC75/10 was truly ketogenic. Food, fecal, and urine 
samples, as well as carcasses were collected and analyzed for heat of combustion and 
nitrogen (Kjeldahl method). Blood samples were analyzed for plasma protein, albumin, 
and triacylglycerol.  
Results:  
All LC groups displayed less body weight gain, and the degree of reduction was inversely 
related to digestible crude protein intake (daily weight gain compared to chow: 
LC75/10: - 50%; LC55/30: - 20%). Nitrogen excretion by urine was related to digestible 
protein intake (chow: 0.23 ± 0.02 g nitrogen/d; LC75/10: 0.05 ± 0.01 g nitrogen/d). 
Renal energy excretion was closely associated with intake of digestible crude protein (r 
= 0.697) and renal nitrogen excretion (r = 0.769). Energy-to-nitrogen ratio in urine was 
nearly doubled with LC75/10 compared with all other groups. Total body protein was 
highest with chow and lowest with LC75/10. Rats fed with LC75/10 displayed features of 
protein deficiency (reduced growth and nitrogen balance, hypoproteinemia, depletion 
of body protein, and increased body and liver fat), whereas the effects with the non-
ketogenic diets LC65/20 and LC55/30 were less pronounced.  
Conclusion:  
These results suggest that truly ketogenic LC diets in growing rats are LC diets that are 
also deficient in protein for growth.  
 
Introduction 
Ketosis induced by low carbohydrate (LC) diets can have beneficial effects on neurologic 
disorders such as epilepsy in children by modulating adenosine 
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triphosphate-dependent potassium channels in neurons (1). It has been shown that 
ketogenic diets can not only be used for epilepsy treatment, but their neuroprotective 
role also may be beneficial for other neurologic diseases such as Alzheimer's disease, 
Parkinson's disease, and amyotrophic lateral sclerosis (2). Ketogenic diets can also 
enhance mitochondrial function and recently have been considered a clinical treatment 
option in the field of oncology. Additionally, ketogenic LC diets are used for weight loss 
in overweight individuals (3,4). 
To evaluate benefits or adverse effects of ketogenic diets in animal experiments it is 
important to know and to differentiate the effects of ketosis per se and the effects of 
each of the nutrients contained in the experimental diets, e.g., fat, carbohydrates, or 
protein. It is important to know how to design a ketogenic LC diet for rats because this 
diet, in addition to being high in fat content, is low in both carbohydrate and protein 
content, both of which help to induce a state of ketosis in the rats. Therefore, LC diets 
with varying protein and fat content have been tested for their ability to induce ketosis 
in growing rats (5). It has been demonstrated that only LC diets with an extremely high 
fat content, but rather low protein were truly ketogenic in rats, presumably because LC 
diets with moderate to high protein content provided sufficient glucoplastic amino acids 
for gluconeogenesis to prevent ketosis.  
It is difficult to differentiate between effects of the low protein intake or even a mild 
protein deficiency and effects of ketosis when using LC diets with very low protein 
content. This problem appears especially in experiments with growing rats because the 
requirement for protein is higher during times of growth rather than during 
maintenance. In this study, we tested LC diets with different protein contents in 
growing rats and a special LC diet with matched protein content to the control diet 
(LC55/30, to ensure that rats on this LC diet had the same protein intake as in the 
control diet). The aim of this study was to determine the effects that result from protein 
malnutrition and effects that result from ketosis. This findings help to receive more 
detailed information how to design and how to evaluate effects of ketogenic LC diets in 
rats. 
The effect of low protein intake in LC diets may be enhanced by the need for amino 
acids for gluconeogenesis. It has been demonstrated that increasing the protein content 
in LC diets alleviates negative effects on growth and reproduction in various species (6,7). 
In the present study, we analyzed parameters such as nitrogen balance, renal energy 
excretion, and body composition to differentiate between the effects of low protein 
intake, LC intake, and ketosis in rats consuming the same LC diets with varying protein 
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Materials and methods 
Diets and animal husbandry 
Four experimental diets were investigated. Composition of the diets is provided in Table 
1. Semipurified diets were purchased from Kliba Nafag (Kliba Nafag, a business unit of 
PROVIMI KLIBA SA, Kaiseraugst, Switzerland). The control diet (chow) contained 
moderate amounts of carbohydrates and fat. Protein in the chow diet was according to 
requirements for growing rats (8). Overall, the dietary composition of the chow diet was 
typical for standard rodent diets and followed the nutrient composition of the reference 
diet of the American Institute of Nutrition (9). 
Three LC diets with increasing percentages of fat (55 %, 65 %, and 75 % in dry matter 
(DM)) and decreasing percentages of protein (30 %, 20 %, and 10 % in DM, 
respectively), hereafter referred to as LC55/30, LC65/20, and LC75/10 were 
investigated. LC55/30 was matched to the chow diet with respect to the protein-to-
metabolizable energy (ME) ratio (ME predicted by Atwater factors). The only protein 
source was sodium casein in all diets. The only fat source was beef tallow for all LC 
diets. Fat in the chow diet originated to 50 % from beef tallow and 50 % from soy bean 
oil. In the chow diet, the only carbohydrate source was starch.  
For minerals, trace elements and vitamins, the ratio (based on a nutrient-to-energy 
ratio) was matched in the LC diets to the same ratio as in the chow diet, using ME 
estimated by Atwater factors as recommended for semipurified diets (10). To ensure that 
lysine was not growth-limiting in the LC75/10 diet, a small amount was added (in g/kg 
DM: chow: 16; LC75/10: 8; LC65/20: 17; LC55/30: 25). The content of nutrients in DM is 
provided in Table 1.  
Twenty-four male intact Wistar Unilever rats (Harlan Laboratories, six animals per trial, 
12 wk old at start of feeding experimental diets) were used. All animals had free access 
to tap water and standard natural laboratory diet (Ssniff, Soest, Germany) for the first 
10 d following delivery, to allow acclimatization to the new environment. Rats were 
housed in an open system in individual Makrolon type III cages at 21 ± 1.5 °C (relative 
humidity 55 ± 15 %, 100% fresh air) and maintained on a 12-h artificial light and 12-h 
dark cycle throughout the study. Before digestion trials, rats were adapted for at least 7 
d to their respective diet. Food allowance was free choice for the chow diet. All other 
groups were pair-fed on an iso-energetic basis to the chow diet, with the estimated ME 
as described previously as a basis. The resulting DM intake is shown in Table 2. Food 
intake was measured daily. During the digestion trials, litter was removed from the 
cages and rats were kept on stable metal grids (Tecniplast Deutschland GmbH, 
Hohenpeißenberg, Germany). Feces were collected and weighed in the morning and 
evening for 5 to 7 d consecutively. Feces were stored immediately at -23 °C until 
analysis. 
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After 4 wk on the respective diets, rats were given access to food for 1 h after lights out 
and then fasted for 6 h (to standardize gastrointestinal filling in the three groups) before 
being sacrificed under an ultra-short isoflurane anesthesia. Rats were dissected and 
livers were excised, carefully freed from adherent tissues, and immediately frozen on 
dry ice until further analysis. The gut was emptied and then processed with the 
remaining body parts. Carcasses were dissected in small pieces and dried by 
lyophilization. The dried material was ground and frozen until analysis. All procedures 
were approved by the Upper Bavarian Government`s ethical committee for animal 
experiments and followed the national and European Union laws for animal protection. 
 
Analyses  
Combustion heat of food (gross energy, GE), feces, urine, and carcasses was determined 
using an adiabatic bomb calorimeter (IKA-Calorimeter C4000; IKA-Analysentechnik 
Janke & Kunkel GmbH & Co., Staufen, Germany). GE was determined three times in 
each sample of food, feces, and carcass and six times in urine. Coefficient of variation 
within analysis was calculated and if it exceeded 0.4 %, measurements were repeated. 
Crude nutrients were determined by the Weende method (11). Starch was analyzed 
polarimetrically and sugar by the Luff-Schoorl method at the LUFA (Agrolab group/LUFA 
ITL, Kiel, Germany). LC diets and carcasses were pretreated with petrol ether to remove 
part of the fat before analysis of crude fat (diets and carcass) and minerals (only diets). 
Before analysis of the remaining petrol ether extract (crude fat), an acid digestion was 
carried out. For mineral analyses, a wet digestion was carried out as described 
previously (12). Calcium, sodium, and potassium were analyzed by flame photometry, 
phosphorous photometrically (13) and trace elements by atomic absorption 
spectrometry (AS 800 Autosampler, PerkinElmer Instruments, Waltham, MA, USA). The 
results of this analysis are shown in Table 1. 
 
Calculations 
Apparent digestibility by the total fecal collection method was calculated as: 
Apparent digestibility = ((intake - fecal excretion) / intake) x 100 
ME was estimated for pair feeding from the nutrient content on the label as:  
ME = 16.7 x crude protein + 37.7 x crude fat + 16.7 x nitrogen free extract 
Digestible energy (DE) as experimentally determined was calculated as: 
DE = GE x apparent digestibility of energy / 100 
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The uniformity of nutrient digestibility was tested as previously described in principle 
(14). Nutrient intake was plotted against apparently digested nutrient. If digestibility was 
reasonably uniform a significant positive correlation was calculated. The negative 
intercept represents endogenous losses and the slope of the regression equation 
multiplied by 100 represents the true digestibility. 
 
Statistical analysis 
Data are presented as mean values and SD. Non-parametric Spearman correlations, 
linear regressions, and statistical analysis were performed using the SigmaStat-Software 
(SigmaStat 3.0, 2003, Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) or Microsoft Excel. Linear 
regressions were performed when statistics indicated that the data were distributed 
normally. For the statistical comparison between many groups one-way analysis of 
variance was performed. Means were compared by Holm-Sidak method (if normality 
test was passed and groups had the same size), Tukey test (if normality test was passed 
to compare groups with different sizes) or Dunn`s method (if normality test failed). P-
values < 0.05 were considered significant. 
 
Results 
Intake of DE, energy, and protein 
Mean intake of DE was similar but not exactly the same (Table 3) because on some days 
individual rats did not consume all the food offered, according to the pair-feeding plan. 
DE intake varied between 0.27 and 0.33 MJ/d during balance trials. Intake of digestible 
crude protein (dcp) varied between 0.73 g/d in group LC75/10, 1.69 g/d in group 
LC65/20, and 2.94 g/d in the chow and LC55/30 groups during balance trials. The intake 
of DM, DE and dcp throughout the entire experiment (Tables 2 and 3) mirrored the 
intake during balance trials. 
 
Weight gain 
Daily weight gain was not related to DE intake (Table 3). There was less body weight 
gain in all LC groups compared with the chow group. The degree of less body weight 
gain in the LC diets was inversely related to dcp intake (Table 3). 
However, the same intake of dcp in the diet LC55/30 resulted in a lower growth rate 
during the entire experiment compared with the chow diet.  
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Nitrogen and energy metabolism 
Nitrogen excretion by urine was related to digestible protein intake. It was highest in 
the chow and LC55/30 groups and extremely low in the LC75/10 group (Table 4). There 
were no significant differences in nitrogen retention expressed as a percentage of 
intake between the experimental groups (Table 4). Renal energy excretion was highest 
in the chow group and lowest in the LC75/10 group with the other two groups being in 
the middle (Table 5). If the ratio of energy in urine per g of nitrogen in urine was 
calculated, it was nearly doubled in the LC75/10 group compared with all other diet 
groups (Table 5). 
 
Blood parameters 
Total plasma protein was significantly lower in the LC75/10 group compared with all 
other groups (Table 6). There was no difference in albumin content in g/L (Table 6). 
Expressed as a percentage of total plasma protein, albumin was highest in the LC75/10 
group, significant to the chow and LC55/30 groups (Table 6). There also was a slight 
increase in the relative percentage of albumin in the LC65/20 group, only significant to 
the LC55/30 group (Table 6). Plasma triacylglycerols were significantly higher in the 
groups LC75/10 and LC65/20 than in the chow and LC55/30 groups (Table 6).  
 
Body analysis 
The protein content of the whole body in percent DM at the end of the experiment 
decreased in groups LC75/10 and LC65/20. By contrast it increased in the chow and 
LC55/30 groups (Table 7). The amount of total body protein in g/animal was highest in 
the chow group and lowest in the LC75/10 group (Fig. 1). Fat content was lowest in the 
LC55/30 group and highest in the LC65/20 group (Table 7). Total body energy (heat of 
combustion) was significantly higher in the LC75/10 and LC65/20 groups than in the 
LC55/30 and chow groups (Table 7). Liver fat content was significantly higher in the 
LC75/10 group compared with the chow and other LC groups (Table 7). 
 
Discussion 
The aim of the present study was to differentiate between the effects of an LC diet per 
se and the effects of low protein intake with adequate energy intake in LC diets. 
Therefore, we used LC diets with decreasing protein and increasing fat content. The 
percentage of DE from protein decreased from 21 % to 15 % and 6 % in LC diets 
compared with 23 % in the chow diet. Six percent of DE from protein with adequate 
energy intake qualified for a protein-energy malnutrition as described previously (15). 
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The requirements for growing rats (8) recommend a minimal amount of 6 to 7.4 mg 
highly dcp per kJ GE for normal weight gain in growing rats. In the diets used in this 
study, the amounts were: chow, 10.4 mg/kJ GE; LC75/10, 2.9 mg/kJ GE; LC65/20, 6.1 
mg/kJ GE; and LC55/30, 9.1 mg/kJ GE. The recommended amount of highly dcp with 
supplemented amino acids for growing rats is 166 g/kg diet (8). The diets used in this 
study contain chow, 209 mg/kg; LC75/10, 96 mg/kg; LC65/20, 198 mg/kg; and LC55/30, 
280 mg/kg. 
There are three variables to consider when discussing the dietary effects of the present 
study: LC diet, insufficient protein intake, and ketosis. The latter only occurred in the 
LC75/10 group as demonstrated in an earlier study (5). 
DE intake was slightly lower in the LC75/10 and LC65/20 diets despite pair feeding 
because individual rats in these groups did not always consume all food offered. 
Reduced appetite is a well-known feature of protein-energy malnutrition in rats (15) but 
it could also be attributed to LC intake, ketosis, or a combination of the two (16-18).  
Reduced growth as a consequence of protein deficiency has been discussed previously 
(19). The same is true for the growth-reducing effect of LC diets. This was previously 
described for chickens (6). In this study, growth reduction in LC diets was alleviated by 
high protein content but was not completely resolved. In a study of bitches on LC diets 
with moderate protein content, many puppies were lost (7). Puppies had low birth 
weights and low liver glycogen stores. LC, high-protein diets did not lead to increased 
loss of puppies, but birth weight and liver glycogen were lower than in controls. In the 
present study effects of LC diets were alleviated but not resolved by high protein 
content. Rats in the LC55/30 group gained more weight than rats in the other two LC 
groups. Reduced growth or performance on LC, high-protein diets are unlikely to be an 
effect of protein deficiency. It rather suggests a protein-independent LC diet effect that 
was previously (20) attributed to growth hormone resistance. 
Nitrogen balance was close to zero in the LC75/10 diet even though the rats were slowly 
growing. This is reflected in the protein and fat content of the body at the end of the 
study. The effect of LC on protein balance decreased with increasing protein content. 
There was no difference between the groups fed with LC55/30 and the chow group. The 
effect of LC diets on total body protein was alleviated by higher protein content but did 
not completely disappear when protein content was increased. Presumably, there is an 
association with reduced growth. The marked difference between the high-protein LC 
LC55/30 diet and the low protein LC diets points to a contribution of protein deficiency 
to this effect, especially to the LC75/10 group.   
Lower values of total plasma protein could be interpreted as indicators of protein 
deficiency. The values were lower in the LC75/10 group; they were, however, within the 
reference range for rats (21, 22). The high percentage of albumin in this group in context 
to slightly lower plasma protein content suggests a lower level of other plasma proteins 
such as globulines. This finding invites speculation on protein or more likely 
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(glucoplastic) amino acid deficiencies such as alanine deficiency, which might impair 
antibody production (23). 
Another feature of protein-energy malnutrition is fat accumulation in the liver (15, 24-26), 
which was demonstrated for the LC75/10 group but not for the other LC groups in this 
study. Increased hepatic fatty acid oxidation in ketogenic diets has been shown in mice 
(27). It has been demonstrated that hepatic triacylglycerol content significantly increases 
after 3 wk on a low-carbohydrate-high-fat (LCHF) ketogenic diet (versus a chow diet) (28). 
In one study, choline was added to a ketogenic diet similar to the LC75/10 diet in 
protein and fat content. The addition of choline succeeded in reducing liver steatosis 
(29). The choline content in the LC75/10 diet was very similar to that in the choline-
supplemented diet (29). This suggests that higher choline intake requires some cofactor 
to reduce liver steatosis in LC diets.  
In the study (20), LCHF diets in rats impaired central regulation of GH release and reduced 
hepatic insulin-like growth factor-I gene expression. This explains accumulation of 
visceral fat in rats eating LCHF diets. In this study, LC75/10 and LC65/20 groups showed 
significantly increased body fat content. The high fat content as well as the low protein 
content (in young, growing rats) and the LC content of LCHF diets mediate the growth 
hormone resistance (20). Rats on the LCHF diets also showed increased triacylglycerol in 
serum (20). The results of our study confirmed this finding. Plasma triacylglycerols were 
significantly increased in the LC75/10 and LC65/20 groups. In both studies, blood 
triacylglycerols rose with increasing amounts of fat in the diets.  
Despite the high body fat content of the two groups with the highest fat content 
(LC75/10 and LC65/20), a remarkable feature of the LC55/30 group was the rather low 
body fat content. The point needs to be stressed in this context that LC55/30 was not a 
high-protein diet but rather matched the chow diet. Therefore, effects of high-protein 
diets such as increased satiety (30) or increased heat increment (31) are unlikely to be 
responsible for this finding. The total DE intake over experimental time was the same in 
the LC55/30 group as in the chow group, thus excluding an effect of satiety. Similarly, in 
a parallel study there was no effect of an LC55/30 diet on heat production (5). In this 
study, however, rats did not exhibit lower body fat content when fed the LC55/30 diet. 
The reason for the effect in our study remains unclear.  
In a parallel study, with the same diets, there was no decrease of body fat content in 
the LC55/30 group (5). Also in our study, the group with the next highest protein level - 
LC65/20 - did not show a tendency to lower body fat content compared with the other 
groups with less protein. This suggests that protein level does not have a dose-response 
effect on body fat content.  
The scope of the present study, however, focused on the differentiation of effects of LC 
diets and protein deficiency or protein-energy malnutrition. The data on nitrogen 
balance clearly show that the diets LC75/10 and LC65/20 supply insufficient protein for 
normal growth. In a parallel study, it was demonstrated that only the LC75/10 diet was 
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truly ketogenic (5). This is in agreement with our finding on renal energy excretion per g 
of nitrogen, which was nearly doubled in the LC75/10 group compared with all other 
groups, suggesting the excretion of non-nitrogen compounds with a high-energy 
content, presumably ketone bodies. 
For the ketogenic diet LC75/10, the data of the present investigation (i.e. low renal 
nitrogen excretion, low nitrogen retention) suggest a protein deficiency. This suggests 
that it is not possible to have a truly ketogenic diet that is not protein deficient for 
growing rats. In fattening pigs and chickens, it is a well-known phenomenon that the 
low protein content of the diet can be compensated by an increased content of limiting 
amino acids, mainly lysine and methionine (32). In the present investigation, the source 
of protein (casein) was already of extremely high quality. In addition, the lysine content 
per g protein was highest in the LC75/10 diet due to the addition of a small amount of 
lysine. If lysine was not limiting, it is likely that the limiting amino acid was glucoplastic. 
Methionine, threonine or arginine are possible candidates. In our study, the methionine 
requirements for growth (8) are not met in diets LC75/10 and LC65/20. A previous study 
added methionine to a ketogenic diet for rats that was comparable in protein and fat 
content to our LC75/10 diet. This alleviated the effects on growth without 
compromising ketosis (29). 
In summary, a LC ketogenic diet for growing rats is inevitably a protein-deficient diet. 
This can possibly be alleviated by the addition of limiting glucoplastic amino acids. 
Presumably the same is true for all species with a high potential for gluconeogenesis 
from amino acids. 
 
Conclusion 
The results of the present study confirm that the effects of LC diets on all parameters 
measured depend on the protein content of LC diets. They were much more marked in 
low-protein LC diets. There is, however, a residual effect of LC diets on growth and 
metabolism that is not the result of protein deficiency. The only truly ketogenic diet - LC 
75/10 - was protein-deficient for growth. It is questionable whether it is possible to 
design semipurified ketogenic diets that are not protein-deficient for growing rats. To 
our knowledge, it remains unknown whether this is also true for human nutrition.  
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Table 1  
Feed composition in dry matter 
 DE, digestible energy; GE, gross energy; LC, low carbohydrate; ME, metabolizable energy  
 
1) Experimentally determined.   
2) DE-5.2 kJ per g digestible protein (digestible protein was experimentally determined: (protein 
content of feed (g/kg) x apparent digestibility of protein (%)/100) x 5.2/1000). 
3) As labeled by manufacturer.
Diet Chow LC 75/10 LC 65/20 LC 55/30 
Energy 
(MJ/kg) 
GE 20.1 33.6 32.1 30.9 
DE1 18.4 28.8 27.4 26.2 




Fat 5.2 76.1 66.0 56.9 
Protein 20.9 9.6 19.7 28.0 
Fiber 4.8 6 6.3 6.7 
Ash 3 5.6 5.2 4.9 
Carbohydrates (%) Starch 23.8    Sugar 37.3    Minerals (g/kg) 
 
Ca 5.4 9.6 9.1 8.5 
P  2.7 5.8 5.3 5.2 
Na 2.1 4.3 3.8 3.6 






Fe  107.7 162.8 163.9 187.4 
Zn 60.7 94.6 97 91 
Cu 7.8 22.5 13 10.8 
I³ 0.8 1.4 1.4 1.3 
Mn³ 16.7 30.8 30.2 28.8 

















Vit. A 4300 8000 7600 6800 
Vit. D 1075 2000 1900 1700 











Vit. K 4.6 8.6 8.2 7.3 
Vit. B1 6.5 12 11.4 10.2 
Vit. B2 6.9 12.8 12.2 10.9 
Vit. B6 7.5 14 13.3 11.9 
Vit. B12 0.05 0.1 0.1 0.09 
Niacin 35.5 66.1 62.8 56.2 
Pantothenic 
acid 17.3 32.2 30.6 27.4 
Folic acid 2.6 4.8 4.5 4 
Biotin 0.2 0.4 0.4 0.3 
Choline 1215 1975 2000 2020 
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Table 2 







BW, body weight; DM, dry matter; LC, low carbohydrate 
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
Diet n BW (g) DM intake (g/kg BW/d) 
Chow  6 393.3 ± 15.4 a 41.4 ± 1.6 a 
LC75/10  6 363.4 ± 12.8 b 26.3 ± 1.2 b 
LC65/20  6 379.2 ± 15.5 ab 26.9 ± 1.0 b 
LC55/30  6 395.6 ± 11.1 ac 32.2 ± 1.6 c 
III. Publikation 1 
30 
Table 3 
Intake of DE 1) and dcp and daily weight gain during balance trials 
and entire feeding period 2) 
Dcp, digestible crude protein; DE, digestible energy 
1) Experimentally determined DE.  
2) Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
 
DE (MJ/d) Dcp (g/d) DE (MJ/d) DE (MJ/lifetime) Dcp (g/d) During balance trials During entire feeding period
Chow 6 0.30 ± 0.02 a 2.94 ± 0.20 a 0.30 ± 0.02 a 8.96 ± 0.03 3.37 ± 0.11 a 1.10 ± 0.52 ab 1.76 ± 0.58 a
LC75/10 6 0.27 ± 0.01 b 0.73 ± 0.03 b 0.27 ± 0.01 b 7.81 ± 0.11 0.74 ± 0.02 b 0.46 ± 1.04 a 0.79 ± 0.35 b
LC65/20 6 0.28 ± 0.00 b 1.69 ± 0.05 b 0.28 ± 0.00 b 6.62 ± 3.24 1.72 ± 0.05 c 0.44 ± 0.51 a 1.33 ± 0.22 a
LC55/30 6 0.33 ± 0.01 c 2.94 ± 0.18 a 0.33 ± 0.01 c 9.59 ± 0.10 2.95 ± 0.13 d 1.64 ± 0.74 b 1.36 ± 0.38 a
Diet
Daily weight gain (g/d)Intake during balance trials Intake during entire feeding period
n
    
 
 








urine (g/d) Retained nitrogen (g/d)
Retained nitrogen (in % 
nitrogen intake)
Chow 6 0.54 ± 0.03 a 0.07 ± 0.02 a 0.23 ± 0.02 a 0.24 ± 0.03 a 43.22 ± 4.14
LC75/10 6 0.15 ± 0.00 b 0.03 ± 0.00 b 0.05 ± 0.01 b 0.07 ± 0.01 b 47.43 ± 7.09
LC65/20 6 0.32 ± 0.00 c 0.05 ± 0.01 b 0.14 ± 0.02 c 0.14 ± 0.02 c 42.50 ± 6.55
LC55/30 6 0.57 ± 0.02 d 0.10 ± 0.02 a 0.21 ± 0.03 a 0.26 ± 0.02 a 45.41 ± 2.88
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05) 
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Table 5 
Renal excretion of energy and energy-to-nitrogen ratio in urine (g/d)* 
 
dcp, digestible crude protein; GE, gross energy 
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
 
Diet n GE urine (kJ/d) 
GE urine/dcp 
(kJ/g) 
GE urine/nitrogen excretion  
urine (kJ/g) 
Chow 6 4.17 ± 0.64 a 1.42 ± 0.24 a 17.75 ± 2.23 a 
LC75/10 6 1.39 ± 0.50 b 1.90 ± 0.71 a 30.10 ± 12.24 b 
LC65/20 5 2.36 ± 0.42 b 1.40 ± 0.23 a 17.29 ± 2.29 a 
LC55/30 4 2.95 ± 0.52 a 1.01 ± 0.20 b 13.72 ± 2.60 a 




Diet n Total plasma protein (g/dL) 
Albumin  




Chow 6 5.8 ± 0.3 a 3.8 ± 0.2 66.5 ± 1.3 ac 91 ± 34 a 
LC75/10 6 5.3 ± 0.2 b 3.8 ± 0.3 71.4 ± 2.2 b 168 ± 44 b 
LC65/20 6 5.6 ± 0.1 a 3.8 ± 0.2 68.5 ± 2.2 ab 162 ± 33 b 
LC55/30 6 5.7 ± 0.2 a 3.7 ± 0.4 64.1 ± 5.3 c 93 ± 12 a 
 
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
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Table 7 
Body composition (in DM) and liver analysis (in DM)* 
 
DM, dry matter; GE, gross energy 
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
 
Diet n Content in carcass Content in liver 
GE (MJ/kg) Fat (%) Protein (%) Fat (%) 
Chow 6 23.79 ± 0.43 a 33.25 ± 2.61 a 53.67 ± 2.79 a 19.15 ± 3.66 a 
LC75/10 6 25.05 ± 0.45 b 37.90 ± 1.55 b 48.38 ± 1.51 b 26.06 ± 6.03 b 
LC65/20 6 24.94 ± 1.02 b 39.09 ± 3.41 b 49.13 ± 3.12 b 16.70 ± 3.05 a 
LC55/30 6 23.42 ± 0.73 a 28.92 ± 3.81 c 57.57 ± 3.77 c 14.75 ± 1.65 a 
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Fig. 1  
Protein content body (g/rat). Diet (x); protein content body (y; g/rat); means 
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Ketogenic low-carbohydrate, high-fat (LCHF) diets reduce growth and bone mineral 
density in children with epilepsy and in rats. Part of this effect might be due to a 
reduced availability of calcium in high-fat diets. The aim of this study was to determine 
mineral digestibility by total collection method in LCHF diets compared with a chow diet 
and a standard high-fat diet (HFD, high in fat and carbohydrates). 
Methods: 
 Twelve-wk-old male Wistar rats were pair-fed isoenergetic amounts of either six 
different LCHF diets based on tallow and casein (crude fat 75% - 50%, crude protein 10% 
- 35%), with chow or with a HFD diet. Mineral-to-energy ratio was matched in all diets. 
Circulating parathyroid hormone was measured by immunoassay.  
Results:  
The apparent digestibility of calcium was reduced in all HFDs (high-fat diets, LCHF diets 
and the HFD diet) by at least 30% compared with the chow diet (P < 0.001). Fecal 
calcium excretion correlated positively with fecal fat excretion, presumably because of 
formation of calcium soaps. Apparent digestibility of phosphorous was higher in all 
HFDs. This resulted in a decrease of the ratio of apparently digested calcium to 
apparently digested phosphorous in all HFDs below a ratio of 1:1. Plasma parathyroid 
hormone was not affected by any diet.  
Conclusion:  
The alteration of apparent calcium and phosphorus digestibility may affect the impact 
of HFDs on bone metabolism. 
 
Introduction 
Low-carbohydrate, high-fat (LCHF) diets are used for various purposes, predominantly 
as weight-reducing diets in overweight individuals [1,2] and are popularly known as 
“Atkins”-style diets [3]. LCHF diets may be ketogenic, and are therefore used as part of 
treatment for reducing seizures in children with epilepsy [4-6]. Children eating such diets 
show reduced growth [7,8] and lower bone mineral density (BMD) [9,10]. In previous 
experiments, it has been shown that rats fed LCHF diets displayed reduced longitudinal 
growth and lower BMD as a result of impaired bone formation [11]. Other studies 
demonstrated similar effects of high-fat diets (HFDs) containing sucrose [12] or inducing 
obesity [13]. It is established that fat can reduce the absorption of calcium [14-16]. 
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This result repeatedly has been confirmed in several species: Humans [17], rats [18], swine 
[19], and steers [20] and is presumed to result from the formation of calcium soaps, and 
thus is an effect specific for calcium.  
In the present study, we aimed to investigate whether LCHF diets also affect the 
absorption of major minerals, especially calcium and phosphorous. Additionally, we 
looked at fecal excretion of trace elements. Knowledge of mineral absorption when 
consuming LCHF diets is of utmost importance on the one hand from a methodological 
point of view (e.g., composition of experimental diets in feeding trials), and on the other 
hand, may provide the basis for further studies that could investigate potential benefits 
of supplementing minerals to LCHF diets.  
To differentiate between specific effects of HFDs lacking carbohydrates (LCHF diets) and 
HFDs including carbohydrates, a standard high-fat diet (HFD, high in fat and 
carbohydrates) was included in this study. LCHF diets are not necessarily ketogenic [21]. 
The potential to induce ketosis depends on very high fat, but rather low amounts of 
protein. To differentiate between the effects of the high fat intake per se and potential 
effects of ketosis, six different LCHF diets varying in their amounts of fat and protein 
(closely staggered in 5% steps) were investigated. According to a parallel study [21], only 
one of these diets was truly ketogenic.  
 
Material and methods 
Diets and animal husbandry 
Eight diets were investigated. The macronutrient composition of diets is shown in Table 
1. Semipurified diets were provided by Kliba Nafag (Kliba Nafag, business unit of 
PROVIMI KLIBA SA, Kaiseraugst, Switzerland). The control diet (chow) contained 
moderate amounts of carbohydrates (content of N-free extracts is shown in Table 1) 
and moderate amounts of fat. Protein in the chow diet was according to previously 
determined requirements [22]. Six LCHF diets with increasing percentages of protein 
from 10% to 35% in dry matter (DM) and decreasing percentages of fat from 75% to 
50% in DM (LCHF 75/10 to LCHF 50/35) were compared with a HFD diet (37% fat in DM). 
The only protein source was sodium casein in all diets. The only carbohydrate source 
(chow and HFD diet) was starch. For technical reasons (i.e., conformation of fat) the 
only fat source was beef tallow for all HFDs. Fat in the chow diet, which was not custom 
made for the experiment, originated to 50% beef tallow and to 50% from soy bean oil. 
For minerals, the nutrient-to-energy ratio was matched in all experimental diets to the 
same ratio as in the chow diet, using metabolizable energy (ME) estimated by Atwater 
factors (for the projected nutrient content) as recommended previously for purified 
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diets [23]. The same was done for trace elements and vitamins. When analyzed, 
however, there was a slight deviation for trace element-to-energy ratio in the HFD diet. 
The trace element requirements [22] were met or exceeded in all diets. The content of 
micronutrients in DM is given in Table 1. 
Forty-eight male intact Wistar Unilever rats (Harlan, 6 animals per trial, 12 wk at start of 
feeding experimental diet) were used. All animals had free access to water and standard 
natural laboratory diet (Ssniff, Soest, Germany) for the first 10 d following delivery, to 
allow acclimatization to the new environment. After acclimatization, the rats were 
weighed and distributed according to weight to the feeding groups. Rats were housed in 
an open system in individual Makrolon type III cages at 22 ± 2 °C (relative humidity 55 ± 
10 %, 100% fresh air) and maintained on a 12-h artificial light and 12-h dark cycle 
throughout the study.  
Before the digestion trials, rats were adapted for at least 7 d (to a maximum of 3 wk) to 
their respective diet. Food allowance was free choice for the chow diet. All other groups 
were offered the same amount of ME (estimated as described later). The resulting DM 
and energy intake is given in Table 2. Slight differences are due to variations between 
estimated and determined ME. Food intake was measured daily. During the digestion 
trials, litter was removed from the cages and rats were kept on stable metal grids 
(Tecniplast, Deutschland GmbH, Hohenpeissenberg, Germany). Feces were collected 
and weighed in the morning and evening for 5 to 7 d consecutively. Feces were stored 
immediately at -23 °C until analysis. Urine was also collected from the floor below the 
grid. After 4 wk on the respective diets, rats were given access to food for 1 h after 
lights out and then fasted for 6 h (to standardize gastrointestinal filling in the three 
groups) before sacrifice under isoflurane anesthesia. Truncal blood samples were taken 
and allowed to clot for 25 min. Blood samples were then centrifuged (3000 g for 10 min) 
and the obtained serum samples were stored at -80°C until analysis. All procedures 




Combustion heat of food (gross energy, GE) and feces was determined using an 
adiabatic bomb calorimeter (IKA-Calorimeter C4000; IKA-Analysentechnik Janke & 
Kunkel GmbH & Co., Staufen, Germany). GE was determined three times in each sample 
of food and feces. Coefficient of variation within analysis was calculated and if it 
exceeded 0.4%, measurements were repeated. Crude nutrients were determined by the 
Weende method [24]. Starch was analyzed polarimetrically and sugar by Luff-Schoorl by 
LUFA Kiel (Agrolab group/LUFA ITL, Kiel, Germany). HFDs were pretreated with petrol 
ether to remove part of the fat before analysis of crude fat and minerals. Before 
analysis of the remaining petrol ether extract (crude fat), an acid digestion was carried 
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out. For mineral analyses, a wet digestion was carried out as described previously [25]. 
Calcium, sodium, and potassium were analyzed by flame photometry, phosphorus 
photometrically [26] and trace elements by atomic absorption spectrometry (AS 800 
Autosampler, PerkinElmer Instruments, Waltham, MA, USA). In the groups chow, LCHF 
75/10, LCHF 65/20, and LCHF 55/30 urine pH was measured with an electrical pH-meter 
immediately after collection. Serum parathyroid hormone (rat intact PTH, Immutopics 
International, San Clemente, California, USA) was measured with commercially available 
kits as per manufacturer’s instructions. 
 
Calculations 
Nitrogen free extract (NfE) was calculated as follows: 
NfE = DM - crude ash - crude protein - crude fat - crude fiber (all nutrients in % wet 
weight) 
Apparent digestibility by the total fecal collection method was calculated as follows: 
Apparent digestibility = ((intake - fecal excretion) / intake) x 100 
ME was estimated for pair feeding from the nutrient content on the label as follows:  
ME = 16.7*crude protein + 37.7*crude fat + 16.7 *NfE 
Digestible energy (DE) as experimentally determined was calculated as follows: 
DE = GE*apparent digestibility of energy / 100 
ME based on experimentally determined DE was estimated by subtracting 5.2 kJ/g 
digestible crude protein in the feed from DE in the feed for renal energy losses. 
The uniformity of nutrient digestibility was tested as previously described [27]. Nutrient 
intake was plotted against apparently digested nutrient. If digestibility is reasonably 
uniform a significant positive correlation was calculated. The negative intercept 
represents endogenous losses and the slope of the regression equation multiplied by 
100 with the true digestibility. In the case of a low digestibility this test was modified as 
follows: The intake was plotted against fecal excretion of the nutrient. Then the 
intercept represents endogenous losses and the slope of the regression equation the 
percentage coefficient of undigested nutrient. True digestibility is calculated by 
multiplying the slope of the regression equation by 100 and then subtracting it from 100 
[28]. 
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Statistical analysis 
Data are presented as mean and SD. Linear regressions were performed for normally 
distributed variables and Spearman correlations were performed when data were not 
normally distributed. Linear regressions and statistical analysis were performed using 
the SigmaStat-Software (SigmaStat 3.0, 2003, Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) or 
Microsoft Excel. For the statistical comparison between many groups, one-way analysis 
of variance was carried out. Means were compared by Holm-Sidak method (if normality 
test was passed and groups had the same size), Tukey test (if normality test was passed 
to compare groups with different sizes) or Dunn`s method (if normality test failed). P-
values <0.05 were considered significant.  
 
Results 
Body weight (BW) at the end of the digestion trial was lowest in rats fed with the LCHF 
75/10 diet (Table 2). The same was true for weight gain (Table 2). DM and ME intake is 
also presented in Table 2.   
All HFDs had a lower apparent DM digestibility than the chow diet. The lowest values 
were observed for the diet with the highest fat content (LCHF 75/10). Apparent fat 
digestibility ranged between 83.1 % and 89.7 % (Table 2). When plotting the intake of 
crude fat (x; g/d) against the apparently digested crude fat (y; g/d), a very strict 
correlation was found (y = 0.896 x -0.095; r = 0.996; n = 48; P < 0.001; standard error of 
the estimate (SEE) = 0.113). The regression coefficient indicated a true digestibility of 
nearly 90 %. Apparent crude protein digestibility was lowest with the LCHF 75/10 diet, 
which also had the lowest protein content. Protein intake (x; g/d) was strictly correlated 
with apparently digested protein (y; g/d) (y = 0.8638 x -0.0501; r = 0.9899; n = 48; P < 
0.001; SEE = 0.096). The regression coefficient suggested a true protein digestibility of 
88 %. Apparent energy digestibility was highest in the chow diet and significantly lower 
in the LCHF diets and the HFD diet (Table 2). Differences between the various HFDs 
were much smaller, although statistically significant in some cases (Table 2). 
The apparent digestibility of calcium was significantly reduced in all HFDs compared 
with the chow diet (Table 3). Fecal calcium excretion (Table 3) correlated with calcium 
intake (r = 0.68) (Fig. 1) but also with fecal fat excretion (r = 0.68) (Fig. 2). When a 
multiple correlation was calculated between calcium intake and fecal fat excretion as 
the independent and fecal calcium excretion as the dependant variable, the coefficient 
of correlation amounted to 0.92 (n = 48). The regression equation was: Fecal calcium 
excretion (g/d) = 0.0041 + 0.688*calcium intake + 0.028*fecal fat excretion (SE = 
0.0057). For both independent variables P was < 0.001, and there was no significant 
correlation between them. Renal excretion of calcium was rather low (Table 3), ranging 
between 0.75 and 2.4 mg/kg BW daily. There was no systematic effect of the type of 
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diet. Calcium balance was positive in all groups. The chow group was significantly higher 
than all other groups (Table 2).   
Apparent digestibility of phosphorous was higher in all HFDs, especially in the LCHF diets 
(Table 3). Fecal phosphorus excretion was lower in the HFDs (Table 3). The decrease in 
apparently digested calcium and parallel increase in apparently digested phosphorous 
resulted in a decrease of the ratio of apparently digested calcium to apparently digested 
phosphorous in HFDs below a ratio of 1:1 (chow: 1.5 ± 0.2; HFD: 0.7 ± 0.1; LCHF diets 
between 0.1 ± 0.1 and 0.4 ± 0.1). Renal excretion of phosphorous increased in HFDs 
(i.e., with increased apparently digested phosphorus). Urine pH was neutral in the chow 
group (7.2 ± 0.3) and increasing acid with a rising percentage of fat in the LCHF diets 
(55/30: 6.2 ± 0.0; 65/20: 6.0 ± 0.1; 75/10: 5.9 ± 0.1).  
Apparent digestibility of sodium and potassium was not significantly affected by the 
different diets and ranged from 80 % to 90 %. When all HFDs were treated as one group 
and compared with the chow group, the apparent digestibility of sodium (chow: 88.8 ± 
3.1%; HFDs: 83.6 ± 4.0%) and potassium (chow: 90.7 ± 3.5%; HFDs: 85.8 ± 4.2%) in the 
HFDs was significantly lower than in the chow diet. 
Fecal excretion of trace elements mainly reflected intake. Therefore, apparent 
digestibility is not presented but rather daily intake and fecal excretion of trace 
elements in mg/kg BW (Table 4). There was no systematic effect of LCHF diets. In the 
HFD diet, the lower excretion reflected the lower intake for all three elements. 
There was no significant effect of diet on the serum PTH values of the rats at the end of 
the trial at the age of 16 wk (Table 5). 
 
Discussion 
In the present study, apparent digestibility of calcium was considerably reduced in LCHF 
and HFD diets, suggesting a lower availability of calcium in these HFDs. This is in 
agreement with literature data [15,29].  
In the present study, there was a strict correlation between fecal fat and fecal calcium 
excretion, which is presumably due to the formation of calcium soaps (i.e., water-
insoluble calcium salts of fatty acids). In a previous study, calcium absorption was less 
impaired [11]. As previously described [23], the apparent digestibility of fat was higher in 
the diet used in these experiments [11] when compared with the present study, 
presumably because of a higher degree of unsaturation of the fat in the previous study 
than in the present investigation. This could have a double effect on calcium absorption 
as 1) there is less fecal fat excretion because of higher digestibility and 2) soaps of 
unsaturated fatty acids do not impair calcium absorption to the same extent as soaps of 
saturated fatty acids [18].  
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In the present study, the apparently digested calcium in the diets expressed as mg/MJ 
ME was decreased in all HFDs. It amounted to 98 mg/MJ in the chow diet. This value is 
in agreement with National Research Council recommendations [22] where a diet for 
growing rats with an ME content of 16 to 17 kJ ME/g is listed with a calcium content of 5 
g/kg diet (requirements are expressed on an as-fed basis for diets containing 10% 
moisture). This would be a calcium/ME ratio of about 300 mg calcium/MJ ME. The 
apparent calcium digestibility in the chow diet amounted to 31.9 %. The content of 
apparently digestible calcium of a chow diet according to previous recommendations 
would then be 96 mg apparently digestible calcium/MJ ME [22]. In all HFDs the ratio of 
apparently digested calcium to ME was below this value (78 mg/MJ in the HFD diet and 
13-63 mg/MJ in LCHF diets). In other words, these diets were marginal in apparently 
digestible calcium. Calcium balance was positive in all groups, as expected in growing 
animals. The lower calcium balance in all HFDs is likely a result of the lower calcium 
digestibility.  
Fecal calcium excretion is an important determinant for fecal phosphorus excretion and 
thus apparent phosphorous digestibility [30]. Presumably, this effect is based on the 
production of insoluble calcium-phosphorous complexes. The calcium ions bound in 
calcium soaps are unlikely to bind to phosphate ions, and therefore they are unlikely to 
interact with phosphate absorption. This would explain a better availability of 
phosphorous in the HFDs, which in turn would explain higher renal phosphorous 
excretion. 
In animals eating a diet with a marginal content of available calcium and a high content 
of available phosphorus, one would expect an increase of plasma PTH. This, however, 
did not occur in the present study as well as in a previous study with other LCHF diets, 
although in contrast to the present investigation the diets of the previous study had a 
lower mineral-to-energy ratio than the controls [11]. The reason is unclear. It may be that 
at the age of 16 wk at the end of the experiment in nearly adult rats a stronger 
dysbalance between calcium and phosphorus and/or lower calcium intakes would be 
needed to affect circulating PTH. It is also possible that other effects such as growth 
hormone resistance [31] may interfere with PTH.  
The different apparent digestibility of calcium and phosphorous may even contribute to 
the increasingly acidifying effects of the LCHF diets with increasing fat and decreasing 
protein content. Ketosis would explain metabolic acidosis and thus acid urine. Only diet 
LCHF 75/10 was truly ketogenic [21], therefore ketosis can only explain acid urine in this 
diet but not in the other two LCHF diets. Calcium is considered to be an “alkaline” and 
phosphorus an “acid” diet component [32]. 
A decreased absorption of the “alkaline” calcium and an increased absorption of the 
“acid” phosphate might well explain the acidifying effect. 
Apparent digestibility of sodium and potassium was lower in the HFDs. Because of the 
low digestibility of beef tallow, the DM digestibility of all HFDs was also lower than the 
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DM digestibility of the chow diet. This resulted in larger amounts of fresh feces and 
fecal water excretion. In dogs and cats, it was demonstrated that the amount of fresh 
feces is an important determinant of fecal sodium excretion and that the fecal water 
excretion is an important determinant of fecal potassium excretion [33, 34]. In the present 
study, the amount of fresh feces was correlated with fecal sodium excretion (y = 3.4912 
x -9.5952; r = 0.6425) and the fecal water excretion was correlated with fecal potassium 
excretion (y = 9.4742 x -6.1673; r = 0.4464). Therefore, it is not likely that the reduction 
of apparent digestibility of sodium and potassium in the HFDs in the present study is a 
specific effect of fat but rather an effect of lower DM digestibility. Such an effect should 
be considered in all diets that increase fecal bulk. 
In the present study, there were no indications that the composition of the diets had 
any effect on availability of trace elements. Fecal excretion was very similar to intake, a 
common finding in trace-element balance studies [35].  
With the exception of the LCHF 75/10 and LCHF 70/15 diets there was no effect of diet 
on apparent protein digestibility. This is probably an effect of low protein intake. The 
true protein digestibility was not affected. Provided endogenous fecal nitrogen losses 
are not affected by protein intake they are higher in relation to protein intake in low-
protein diets than in high-protein diets. Therefore, the percentage of apparently 
digested protein is higher in high-protein than in low-protein diets with the same true 
protein digestibility. There were other indications of suboptimal protein supply in the 
LCHF 75/10 diet, such as a significantly lower weight gain, because protein intake of this 
group was below previous recommendations [22].  
Apparent fat digestibility in the present study was below 90 % for all diets. This is 
considerably lower than the apparent digestibility of fat in a recent study with similar 
LCHF diets [23]. The reason for the lower fat digestibility is probably the type of dietary 
fat used in our study, which was beef tallow. Tallow is a highly saturated fat that has 
been demonstrated to have comparatively low digestibility in various species such as 
pigs and puppies [36,37], cats [38], and rats [39].  
The apparent digestibility (and even the true digestibility of the crude fat from tallow) in 
the present study was considerably lower than the apparent digestibility assumed by 
the Atwater factor of 35.58 kJ ME/g. Tallow has a heat of combustion of 39.5 kJ/g [40]. 
When 35.58 kJ ME/g fat are calculated, the apparent digestibility of the fat is assumed 
to amount to 95 %. In the present study the true digestibility was only 89.6 %. 
Consequently using Atwater factors for diets with a major percentage of tallow led to an 
overestimate of the DE and ME content. This explains in part small differences in energy 
intake in pair-fed rats in the present study, where Atwater factors were used to 
calculate ME content before the data on digestibility were available.  
 
IV. Publikation 2 
46 
Conclusion 
The decrease in calcium availability and corresponding increase of phosphorous 
availability seen in the present study in HFDs may be considered as a confounding factor 
in studies investigating calcium and phosphorous metabolism in experimental feeding 
studies, even if HFDs are matched for calcium-to-energy ratio and phosphorous-to-
energy ratio. 
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Table 1  
Composition of diets (in dry matter) 
 
Chow LCHF 75/10 LCHF 70/15 LCHF 65/20 LCHF 60/25 LCHF 55/30 LCHF 50/35 HFD
GE 20.1 33.6 32.6 32.1 31.7 30.9 30.2 26.5
DE1 18.4 28.8 27.8 27.4 26.7 26.2 25.5 22.2
ME2 17.5 28.4 27.1 26.5 25.6 25.0 24 21.2
Fat 5.2 76.1 69.0 66.0 60.9 56.9 50.7 36.7
Protein 20.9 9.6 14.7 19.7 25.1 28.0 33.7 24.1
Fiber 4.8 6 6.2 6.3 6.5 6.7 6.3 5.6
Ash 3 5.6 5.9 5.2 5.1 4.9 4.6 4.6
NfE 58.1 2.6 4.1 2.8 2.3 3.4 4.5 26.2
Ca 5.4 9.6 9.5 9.1 8.9 8.5 8.3 8.7
P 2.7 5.8 6.2 5.3 5.4 5.2 4.9 4
Na 2.1 4.3 4.7 3.8 3.7 3.6 3.7 2.7
K 4.1 7.4 7 6.5 6.1 6.2 5.4 7.6
Fe 107.7 162.8 184 163.9 159.8 187.4 118.6 76.7
Zn 60.7 94.6 98.2 97 90.6 91 115.4 47.5
Cu 7.8 22.5 16.7 13 20.9 10.8 13.5 5.9
I³ 0.8 1.4 1.4 1.4 1.4 1.3 1.3 0.6
Mn³ 16.7 30.8 30.9 30.2 29.5 28.8 27.7 13.6






 Weende analyses (%)
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DE, digestible energy; GE, gross energy; HFD, high-fat diet; LCHF, low-carbohydrate, high-fat; ME, metabolizable energy; 
NfE, nitrogen free extract 
1 Experimentally determined. 
2 DE: 5.2 kJ/g digestible protein. Digestible protein was experimentally determined: protein content of feed (g/kg)* 
apparent digestibility of   protein (%)/100*5.2/1000. 
3 As labeled by manufacturer 
Fortsetzung: Table 1 
Chow LCHF 75/10 LCHF 70/15 LCHF 65/20 LCHF 60/25 LCHF 55/30 LCHF 50/35 HFD
Vit A 4300 8000 8000 7600 7200 6800 6600 10400
Vit D 1075 2000 2000 1900 1800 1700 1650 1040
Vit E 113 200 200 190 180 170 165 360
Vit K 4.6 8.6 8.6 8.2 7.7 7.3 7.1 5.6
Vit B1 6.5 12 12 11.4 10.8 10.2 9.9 26
Vit B2 6.9 12.8 12.8 12.2 11.5 10.9 10.6 15.6
Vit B6 7.5 14 14 13.3 12.6 11.9 11.6 11.7
Vit B12 0.05 0.1 0.1 0.1 0.09 0.09 0.08 0.07
Niacin 35.5 66.1 66.1 62.8 59.5 56.2 54.5 50.8
Pantothenic acid 17.3 32.2 32.2 30.6 29 27.4 26.6 39.5
Folic acid 2.6 4.8 4.8 4.5 4.3 4 3.9 3.1
Biotin 0.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0.2
Choline 1215 1975 1987 2000 1880 2020 2033 1360
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Table 2 
Body weight, DM intake and apparent digestibility of DM, crude fat, crude protein and gross energy in % 
BW, body weight; DM, dry matter; GE, gross energy; HFD, high-fat diet; LCHF, low-carbohydrate, high-fat; ME, metabolizable energy 
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
Mean* SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Chow 398.2 acdc 15.8 1.76  a 0.58 16.3 a 0.9 0.29 ac 0.02 91.0 a 0.2 89.4 ab 2.8 86.4 ae 2.9 91.9 a 0.3
LCHF 75/10 367.4 b 10.5 0.79 b 0.35 9.5 b 0.1 0.30 a 0.00 79.8 b 1.2 89.7 ad 1.5 79.9 bd 2.0 84.8 bc 1.2
LCHF 70/15 404.0 ade 18.7 1.72 a 0.11 11.6 c 0.4 0.35 bd 0.01 80.7 bcd 0.9 89.2 abc 0.9 81.7 bcd 1.9 85.2 b 0.8
LCHF 65/20 384.0 ace 16.9 1.33 a 0.22 10.2 d 0.1 0.30 c 0.00 80.2 bc 0.8 89.4 ab 0.4 84.6 acde 2.5 84.8 bc 0.6
LCHF 60/25 387.9 ce 11.9 1.34 a 0.34 10.5 d 0.1 0.30 c 0.00 80.0 bc 0.5 88.1 bcd 0.5 85.0 acde 3.9 84.3 cd 0.4
LCHF 55/30 403.7 de 11.7 1.37 a 0.38 12.7 e 0.4 0.35 bd 0.01 80.8 cd 1.0 87.7 cd 0.9 82.6 d 3.6 84.3 cd 0.9
LCHF 50/35 407.8 d 9.1 1.37 a 0.55 13.3 f 0.5 0.36 d 0.01 81.6 d 0.9 86.6 d 0.9 85.3 acde 3.2 84.4 bcd 0.8
HFD 388.9 e 7.0 1.35 a 0.16 11.3 c 0.0 0.27 e 0.00 83.0 e 0.7 83.1 e 0.8 86.1 e 3.0 83.9 d 0.6
Crude fat Crude protein
Mean energy 
intake (ME/d)








BW end of 
digestion trial (g)
Diet
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Table 3 
Calcium and phosphorous: intake, fecal excretion, apparent absorption, excretion via urine and balance 
 
Ca, Calcium; HFD, high-fat diet; LCHF, low-carbohydrate, high-fat; P, phosphorous 
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
 
Diet
Mean* SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Chow 87.6 a 4.8 59.6 a 2.9 31.9 a 3.1 0.46 ab 0.09 27.5 a 2.3 44.5 a 2.42 25.7 a 1.7 42.1 a 5.0 9.6 a 1.3 9.26 a 2.3
LCHF 75/10 91.7 b 1.2 81.9 bf 5.8 10.7 bc 6.2 0.35 a 0.08 9.4 bdef 5.7 55.7 b 0.72 12.6 b 1.8 77.4 b 3.2 20.7 bcd 3.3 22.4 b 3.7
LCHF 70/15 110.6 c 3.9 91.2 cef 5.1 17.5 b 3.6 0.35 a 0.06 19.1 acfg 4.2 71.8 c 2.51 14.6 bc 4.0 79.5 b 6.3 20.5 bcd 2.1 36.7 c 5.7
LCHF 65/20 92.7 b 1.2 79.8 bf 4.1 14.0 b 4.1 0.38 a 0.09 12.6 cdfg 3.8 54.1 b 0.71 12.4 b 3.9 77.1 b 6.9 21.3 bc 2.2 20.4 bd 5.1
LCHF 60/25 93.2 b 1.2 83.9 bcf 12.9 15.6 b 3.5 0.41 a 0.05 8.9 def 12.4 56.8 b 0.74 16.8 cd 2.4 70.4 c 4.0 22.1 b 2.5 17.9 d 2.9
LCHF 55/30 108.2 c 3.8 103.9 de 5.3 3.8 c 5.9 0.54 b 0.14 3.7 ef 3.8 66.4 d 2.31 19.0 d 2.8 71.3 c 4.6 18.8 cd 3.2 28.8 e 2.9
LCHF 50/35 110.3 c 3.8 97.5 c 7.2 11.8 bc 5.3 0.75 c 0.17 12.1 fg 12.4 65.6 d 2.28 19.1 d 1.8 70.9 c 3.0 17.7 d 2.3 28.6 e 3.1
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Table 4 
Trace elements: daily intake (mg/kg BW) and daily fecal excretion (mg/kg BW) 
BW, body weight; HFD, high-fat diet; LCHF, low-carbohydrate, high-fat 
*Means not sharing a superscript letter are significantly different (P < 0.05). 
Mean* SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Chow 4.46 ac 0.17 3.72 a 0.30 0.32 a 0.01 0.32 a 0.04 2.52 a 0.10 2.21 a 0.20
LCHF 75/10 4.28 ae 0.19 5.29 b 0.58 0.59 b 0.03 0.36 ac 0.03 2.49 a 0.11 1.99 ae 0.17
LCHF 70/15 5.41 b 0.36 4.95 bc 0.26 0.49 c 0.03 0.47 b 0.10 2.89 bc 0.19 2.24 ab 0.15
LCHF 65/20 4.40 ac 0.17 4.68 c 0.25 0.35 a 0.02 0.42 c 0.07 2.61 a 0.10 2.09 a 0.17
LCHF 60/25 4.71 c 0.83 4.83 bc 0.82 0.62 b 0.11 0.41 c 0.10 2.67 ab 0.47 2.48 b 0.47
LCHF 55/30 6.03 d 0.31 4.79  bc 0.33 0.35 a 0.02 0.41 c 0.04 2.93 c 0.15 2.93 c 0.15
LCHF 50/35 3.95  e 0.21 4.62 c 0.46 0.45 c 0.02 0.43 c 0.05 3.85 d 0.21 3.24 d 0.09
HFD 2.23 f 0.03 2.43 d 0.12 0.17 d 0.00 0.19 d 0.02 1.38 e 0.02 1.78 e 0.12
Fecal excretion Intake Fecal excretion
Diet
Intake Fecal excretion
Fe Cu Zn  
Intake
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Table 5 
Serum parathyroid hormone after 4 wk on diets (pg/mL) 
Diet Mean SD n 
Chow 466 193 7 
LCHF 75/10 327 135 8 
LCHF 65/20 501 205 5 
LCHF 55/30 428 237 6 
LCHF 50/35 454 266 5 
HFD 376 182 6 
  
HFD, high-fat diet; LCHF, low-carbohydrate, high-fat




Relationship between calcium intake and fecal calcium excretion (Ca, calcium); 
Ca intake (x; g/d); fecal Ca excretion (y; g/d); y = 1.1225 x -0.0275; r = 0.6796; n 





















Relationship between fecal fat excretion and fecal calcium excretion (Ca, 
calcium); Fecal fat excretion (x; g/d); fecal Ca excretion (y; g/d); y = 0.0454 x 
























1. Diskussion der Methoden 
 
In der vorliegenden Arbeit war die sV (scheinbare Verdaulichkeit) von Rohfett geringer 
als 90% (Publikation 2, Table 2) und somit niedriger als in einer vorherigen Studie mit 
ähnlichen LCHF-Diäten (low-carbohydrate, high-fat; kohlenhydratarme Hochfett-Diäten) 
(BIELOHUBY et al., 2010). Die schlechtere Verdaulichkeit von Fett kann auf die 
Verwendung von Rindertalg bei den LC(HF)-Diäten in den vorliegenden Studien 
zurückzuführen sein, welcher in vielen Studien bei verschiedenen Tierarten eine 
schlechte Verdaulichkeit aufwies (LLYOD und CRAMPTON, 1957; PEACHEY et al., 1999; 
MITCHAOTHAI et al., 2008; MACRI et al., 2011). In Abb. 1 ist für den Versuch zur 
Publikation 2 das Verhältnis der Aufnahme an Rohfett und dem scheinbar verdauten 
Rohfett dargestellt (y = 0,896 x -0,095; r2 = 0,996; n = 48; p < 0,001). Der 
Regressionskoeffizient zeigt eine wV (wahre Verdaulichkeit) für Rohfett von 89,6% an.  
Die sV und die wV von Rohfett waren in vorliegendem Versuch (Publikation 2) erheblich 
geringer als die durch den Atwater-Faktor von 35,58 kJ ME/g (ME, metabolizable 
energy; umsetzbare Energie) unterstellte sV. Der in den LC(HF)-Diäten verwendete 
Rindertalg hat einen Brennwert von 39,5 kJ/g (KIENZLE et al., 2001). Kalkuliert mit dem 
Atwater-Faktor von 35,58 kJ ME/g Fett wurde für Fett eine sV von 95% unterstellt. Die 




Abb. 1: Beziehung zwischen dem aufgenommenen Rohfett (x; g/Tag) 






























Da für die Versuche zu den vorliegenden Publikationen der ME-Gehalt der Diäten vor 
Versuchsbeginn anhand der Atwater-Faktoren für das pairfeeding kalkuliert wurde, 
ergab sich eine Überschätzung des Energiegehalts der Diäten mit hohem Fettgehalt. In 
der vorliegenden Publikation 2 (Table 2) wurden geringe Abweichungen in der 
Energieaufnahme (ME) der Tiere gezeigt. 
Hinzu kam, dass nicht alle Ratten der Diäten mit hohem Fettgehalt das ihnen vorgelegte 
Futter komplett fraßen. Die Aufnahme an DE (digestible energy; verdauliche Energie) 
und Protein war bei den verschiedenen Diät-Gruppen daher, trotz des iso-energetischen 
pairfeedings, ähnlich hoch aber nicht identisch. Die geringste DE-Aufnahme zeigten die 
Tiere der Gruppen LC(HF) 75/10 und LC(HF) 65/20 (Publikation 1, Table 3). KIRSCH et al. 
(1968) beschrieben für Ratten eine geringere Futteraufnahme bei der Verwendung von 
Diäten mit einem geringen Proteingehalt. Ein reduzierter Appetit wurde für den 
Menschen in der Literatur aber auch als LC-Effekt und/oder Effekt einer Ketose 
dargestellt (RIOS, 2001; MCCLERNON et al., 2007; JOHNSTONE et al., 2008). 
Die tägliche Zunahme der Tiere war nicht abhängig von der DE-Aufnahme. Die geringen 
Abweichungen in der Energieaufnahme waren nicht limitierend für das Wachstum der 
Ratten, sondern u.a. die Höhe der Proteinaufnahme, so dass es nicht durch Differenzen 
in der Energieaufnahme zu systematischen Effekten auf die tägliche Zunahme der Tiere 
kam. 
Tab. 1 zeigt die Kalziumaufnahme der Tiere des Versuchs zur Publikation 2. Die 
Kalziumaufnahme war zwischen den Gruppen ähnlich hoch aber nicht identisch. 
Begründet lag dies in einer etwas höheren ME-Aufnahme der Tiere bei Diäten mit 
hohem Fettgehalt (Publikation 2,  Table 2). Zum anderen war dies durch die Tatsache 
begründet, dass nicht alle Ratten der LC(HF)-Diäten mit hohem Fettgehalt das ihnen 








Tab. 1: Kalziumaufnahme (TS,Trockensubstanz) in g/Tier/Tag; 
Mittelwerte, die nicht mit demselben Buchstaben überschrieben sind, unterscheiden 
sich signifikant (p<0,001). 
Diät Kalziumaufnahme 
(g/Tier/Tag) 
Chow 0,61 ± 0,03 a 
LC75/10 0,64 ± 0,01 b 
LC70/15 0,77 ± 0,03 c 
LC65/20 0,65 ± 0,01 b 
LC60/25 0,65 ± 0,01 b 
LC55/30 0,76 ± 0,03 c 
LC50/35 0,77 ± 0,03 c 
HFD 0,49 ± 0,00 d 
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In vorliegender Arbeit kam es trotz der nicht ganz identischen Kalziumaufnahme 
zwischen den Gruppen bei einer geringeren Kalziumaufnahme nicht zu einer 
schlechteren sV von Kalzium. Es lagen keine systematischen Differenzen der 
Kalziumaufnahme in Abhängigkeit vom Fettgehalt vor. Die in vorliegender 
Veröffentlichung 2 dargestellte Fig. 1 zeigt keine systematischen Mengeneffekte der 
Kalziumaufnahme auf die sV von Kalzium, da die fäkale Ausscheidung positiv mit der 
Kalziumaufnahme korrelierte. Die in vorliegender Veröffentlichung 2 dargestellte Fig. 2 
hingegen zeigt einen Effekt des Fetts auf die sV von Kalzium, da die fäkale Ausscheidung 
von Kalzium positiv mit der fäkalen Fettexkretion korrelierte. 
 
2. Diskussion der Ergebnisse 
 
2.1. Wachstum, Energie- und Stickstoff-Stoffwechsel 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, LC-Effekte von Effekten der entstehenden Ketose, 
des niedrigen Proteingehalts und des hohen Fettgehalts unter LC(HF)-Diäten bei Ratten 
zu differenzieren. Es wurden Diäten mit sinkendem Proteingehalt und gleichzeitig 
steigendem Fettgehalt verwendet, wobei der Gehalt an Protein (als % der DE) bei der 
Chow-Diät 23% betrug und bei den Versuchsdiäten auf bis zu 6% sank. Bei einer Diät mit 
nur 6% der DE als Protein muss laut einer Studie von KIRSCH et al. (1968) von einer 
Proteinmangelernährung bei Ratten ausgegangen werden, selbst wenn Kohlenhydrate 
in der Diät vorhanden sind und deshalb kein Protein für die Gluconeogenese verwendet 
wird.  
In Empfehlungen für wachsende Ratten ist ein Minimum von 6 mg hochverdaulichem 
Protein pro kJ GE angegeben (NRC, 1995). Dieser Wert wurde für die Diät mit dem 
niedrigsten Proteingehalt (LC(HF) 75/10: 2,9 mg/kJ GE) nicht erreicht. Es muss also bei 
LC-Diäten mit sehr hohem Fettgehalt und gleichzeitig sehr niedrigem Proteingehalt bei 
einer normalen Energieaufnahme der Tiere von einer Protein/Energie-Mangelernährung 
ausgegangen werden. 
Die Ratten mit einer geringen Aufnahme an verdaulichem Protein zeigten in 
vorliegenden Studien eine reduzierte Gewichtzunahme (Publikation 1, Table 3 und 
Publikation 2, Table 2). Die Gewichtszunahme war am niedrigsten bei der Diät mit dem 
geringsten Proteingehalt und dem höchsten Fettgehalt (LC(HF) 75/10). CREWS et al. 
(1969) stellten bei Ratten ein geringeres Wachstum bei einer Proteinmangelernährung 
fest. In den vorliegenden Studien zeigten die Tiere der Gruppe LC(HF) 55/30, die mit 
einem zur Chow-Diät identischen Proteingehalt gefüttert wurden, ein geringeres 
Wachstum als die Tiere der Chow-Gruppe und somit war für diese Gruppe ein LC-Effekt 
auf das Wachstum vorhanden.  
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Viele Autoren beschrieben ein vermindertes Wachstum als Effekt einer geringen 
Kohlenhydrataufnahme (ALLRED, 1969; MCCARGAR et al, 1989; BIELOHUBY et al, 2010).  
RENNER (1964) stellte bei Hühnern fest, dass der negative LC-Effekt auf das Wachstum 
durch eine Erhöhung des Proteingehalts in der Ration verbessert, aber nicht ganz 
ausgeglichen werden konnte.  
KIENZLE et al. (1985) stellten fest, dass bei einer LC-Diät (mit moderatem Proteingehalt) 
bei Hündinnen eine negative Auswirkung auf die Reproduktionsleistung bestand. Die 
Hündinnen zeigten einen höheren Verlust an Welpen, und die Welpen hatten geringere 
Geburtsgewichte und geringere Vorräte an Leber-Glykogen. Bei einer Erhöhung des 
Proteingehalts zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine ausgeglichene Zahl an 
Welpen pro Wurf, eine identische Vitalität der Welpen und ein entsprechender Leber-
Glykogengehalt. Das absolute Wurfgewicht, das absolute Geburtsgewicht der Welpen 
und die perinatale Sterblichkeit konnte durch die Erhöhung von Protein verbessert 
werden, waren aber nie ganz so hoch wie in der Kontrollgruppe.  
Vorliegende Arbeit bestätigt dieses Prinzip. Die negativen LC-Effekte auf das Wachstum 
wurden durch eine höhere Proteinaufnahme verbessert, aber nicht aufgehoben. Das 
Wachstum der Tiere war bei höherer Proteinaufnahme besser als bei geringerer 
Proteinaufnahme.  
Für die Diät mit dem geringsten Proteingehalt war die Stickstoff-Bilanz beinahe Null 
(Publikation 1, Table 4). Trotzdem zeigten die Tiere noch eine Gewichtszunahme 
(Publikation 1, Table 3). Sie hatten am Ende des Versuchs den geringsten Proteingehalt 
des Körpers (Publikation 1, Table 7). Je mehr Protein eine Diät enthielt, desto geringer 
war der Effekt auf die Stickstoff-Bilanz. Bei der Gruppe mit identischem Proteingehalt 
zur Chow-Diät (LC(HF) 55/30) zeigte sich kein Unterschied in der Stickstoff-Bilanz, 
allerdings war der LC-Effekt auf den relativen Gehalt an Körperprotein noch vorhanden 
(Publikation 1, Table 3 und 7). Die Proteinunterversorgung der Ratten mit geringer 
Proteinaufnahme spiegelte sich auch in niedrigen Werten des Gesamtproteins im 
Plasma wider (Publikation 1, Table 6). Alle Werte lagen allerdings im Normbereich für 
Ratten (ZUR, 2005; SHARP und VILLANO, 2012). Der Albumin-Spiegel (in g/L) zeigte 
keine Unterschiede zwischen den Gruppen, allerdings zeigte sich für den Gehalt an 
Albumin in % des Gesamtproteins eine signifikante Erhöhung bei den Tieren mit der 
geringsten Proteinaufnahme (Publikation 1, Table 6). Das Zusammenspiel des 
erniedrigten Gesamtproteins und des erhöhten Albumin-Gehalts im Plasma könnte auf 
einem niedrigen Gehalt an bestimmten Plasmaproteinen (wie z.B. Globulinen) beruhen. 
Dies wiederum könnte durch einen Mangel an glukoplastischen Aminosäuren bedingt 
sein. So beschrieben LI et al. (2007) eine beeinträchtigte Antikörperproduktion durch 
einen Alaninmangel bei Ratten.  
In einer Parallelstudie stellten BIELOHUBY et al. (2011b) fest, dass nur die Diät LC(HF) 
75/10 zuverlässig eine Ketose bei den Ratten auslöste. Dies konnte in der vorliegenden 
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Studie bestätigt werden, da bei dieser Gruppe die renale Ausscheidung an Energie pro g 
Stickstoff doppelt so hoch war wie in den anderen Gruppen, was sehr wohl durch 
Ketonkörper bedingt sein könnte (Publikation 1, Table 5).  
Für diese Gruppe zeigte sich anhand der Stickstoff-Bilanz eine unzureichende 
Proteinaufnahme für ein normales Wachstum und anhand der niedrigen renalen 
Stickstoff-Ausscheidung, welche abhängig von der Höhe der Aufnahme an verdaulichem 
Protein und bei der Diät mit dem geringsten Proteingehalt sehr gering war, eine 
Proteinmangelernährung.  
Daraus lässt sich schließen, dass eine LCHF-Diät für Ratten mit einer sicheren Erzeugung 
einer Ketose (aufgrund der sehr geringen Proteinaufnahme) fast zwingend eine 
Proteinmangel-Diät ist. Solch ein Proteinmangel wurde in Versuchen mit Schweinen und 
Hühnern durch die Zugabe von limitierenden Aminosäuren, wie Lysin oder Methionin, 
ausgeglichen (KIRCHGESSNER, 2004). Für die Diäten vorliegender Studien wurde Casein 
als qualitativ sehr hochwertiges Protein verwendet und der Lysin-Gehalt in % des 
Proteingehalts war in der Diät LC(HF) 75/10 am höchsten (es wurde Lysin zugegeben). 
Die Aufnahme an Lysin (TS, Trockensubstanz) in g pro kg BW (body weight; 
Körpermasse) und Tag war bei dieser Gruppe trotzdem am geringsten. Auch eine 
glukoplastische Aminosäure, wie Methionin, könnte ein limitierender Faktor sein. 
PISSIOS et al. (2013) erhöhten die Methionin-Zugabe einer KD bei Ratten und erzielten 
einen Ausgleich der negativen Auswirkungen auf das Wachstum, ohne dabei die 
Entstehung der Ketose aufzuheben.  
 
2.2. Körperzusammensetzung und Blutwerte 
 
Die Tiere der Gruppe mit dem geringsten Proteingehalt und dem höchsten Fettgehalt 
der Diät zeigten in der vorliegenden Studie einen signifikant erhöhten Fettgehalt der 
Leber (Publikation 1, Table 7).  
Eine Fettakkumulation in der Leber wurde in verschiedenen Studien bei einer 
Proteinunterversorgung festgestellt (WEBSTER, 1942; KOSTERLITZ, 1947; WILLIAMS und 
HURLEBAUS, 1965; KIRSCH et al., 1968). KENNEDY et al. (2007) beschrieben einen 
Anstieg der Fettoxidation in der Leber bei Mäusen unter einer kohlenhydratfreien 
Proteinmangeldiät. GARBOW et al. (2011) stellten einen Anstieg des Triglyzerid-Gehalts 
der Leber bei Mäusen unter einer ketogenen LCHF-Diät bereits 3 Wochen nach Beginn 
des Versuchs fest.  
PISSIOS et al. (2013) erhöhten den Cholin-Gehalt einer KD für Ratten. Dies konnte die 
Fettakkumulation in der Leber der Tiere reduzieren. In den Diäten der vorliegenden 
Studie war Cholin allerdings in der Höhe der Diäten von PISSIOS et al. (2013) 
supplementiert, was offensichtlich nicht ausreichte, um die Akkumulation von Fett in 
den Lebern der Tiere, die mit Diäten mit hohem Fettgehalt und geringem Proteingehalt
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gefüttert wurden, zu reduzieren.  
BIELOHUBY et al. (2011a) stellten bei wachsenden Ratten unter einer LCHF-Diät fest, 
dass es zu einer Wechselwirkung zwischen einer partiellen Wachstumshormonresistenz 
(Beeinträchtigung der zentralen Regulation des Wachstumshormons und der 
Genexpression für IGF-1 in der Leber) und  einem erhöhten Fettgehalt des Körpers mit 
gleichzeitig geringerem Proteingehalt des Körpers kam. Die Tiere des Versuchs von 
BIELOHUBY et al. (2011a) zeigten eine Akkumulation von viszeralem Fett, weniger 
Körperprotein und erhöhte Triglycerid-Spiegel im Blut.  
In der vorliegenden Studie zeigten die Tiere der Gruppen LC(HF) 75/10 und LC(HF) 65/20 
einen signifikant erhöhten Fettgehalt des Körpers und einen erhöhten Triglycerid-
Spiegel im Blut (Publikation 1, Table 6 und 7). Die Höhe des Proteingehalts der Körper 
war niedriger, je höher der Fettgehalt und je geringer der Proteingehalt der Diät war 
(Publikation 1, Table 7).  
Die Tiere der Gruppe LC(HF) 55/30 (LC(HF)-Diät mit identischem Proteingehalt zur 
Chow-Diät) wiesen, trotz identischer Proteinaufnahme, einen reduzierten Fettgehalt des 
Körpers auf. Den höchsten Fettgehalt des Körpers wiesen die Tiere der Gruppe LC(HF) 
65/20 (LC(HF)-Diät mit dem zweitniedrigsten Proteingehalt) auf. Die Höhe des 
Fettgehalts der Körper der Ratten der Gruppe LC(HF) 75/10 (LC(HF)-Diät mit dem 
niedrigsten Proteingehalt) lag zwischen den Gruppen LC(HF) 65/20 und LC(HF) 55/30 
(Publikation 1, Table 7). Die Höhe des Fettgehalts des Körpers der Ratten zeigte im 
Versuch der vorliegenden Arbeit somit keinen linearen Zusammenhang zur Höhe der 
Proteinaufnahme der Tiere (Abb. 2).  
 
Abb.2:  Rohfett-Gehalt des Körpers (g/Ratte);  
Gruppen, die nicht mit demselben Buchstaben (a,b,c) gekennzeichnet sind, 
































Für den Befund des signifikant geringeren Fettgehalts des Körpers der Ratten der 
Gruppe LC(HF) 55/30 könnten Effekte wie eine erhöhte Sättigung (HILL und BLUNDELL, 
1968) oder eine erhöhte Wärmeproduktion (WESTERTERP et al., 1999) der Tiere eine 
Rolle gespielt haben. Die DE-Aufnahme war im Versuch zu vorliegender Arbeit bei der 
Gruppe LC(HF) 55/30 höher als in der Chow-Gruppe (Publikation 1, Table 3). BIELOHUBY 
et al. (2011b) konnten in einer vorherigen Studie mit einer zu vorliegender Arbeit 
identisch konzipierten Diät (LC(HF) 55/30) keine erhöhte Wärmeproduktion der Ratten 
dieser Gruppe feststellen. Die Autoren zeigten außerdem auch keine Reduzierung des 
Fettgehalts des Körpers der Ratten dieser Gruppe, deshalb wurde in vorliegender Arbeit 
der Befund des reduzierten Fettgehalts der Gruppe LC(HF) 55/30 nicht weiter 
interpretiert.  
 
2.3. Verdaulichkeit der Nährstoffe und Mineralstoffe 
 
In der vorliegenden Studie war die sV von Fett für alle Diäten geringer als 90% 
(Publikation 2, Table 2). BIELOHUBY et al. (2010) stellten bei anderen LCHF-Diäten eine 
höhere Verdaulichkeit von Fett fest. Grund für die schlechtere Verdaulichkeit der Diäten 
der vorliegenden Studie könnte die nahezu ausschließliche Verwendung von Rindertalg 
als Fettquelle sein. Dies ist ein hochgesättigtes Fett, das in vielen Studien eine schlechte 
Verdaulichkeit zeigte (LLYOD und CRAMPTON, 1957; PEACHEY et al., 1999; 
MITCHAOTHAI et al., 2008; MACRI et al., 2011).  
Die sV von Kalzium war im Vergleich zur Chow-Diät bei allen Diäten mit hohem 
Fettgehalt signifikant reduziert (Publikation 2, Table 3). Es ergaben sich keine 
Unterschiede zwischen den Gruppen. Die fäkale Kalziumausscheidung korrelierte 
signifikant positiv mit der Kalziumaufnahme und der fäkalen Fettausscheidung 
(Publikation 2, Fig.1 und 2). Dieser Zusammenhang könnte auf die Bildung von 
Kalziumseifen zurückzuführen sein, da für den in vorliegenden Studien verwendeten 
Rindertalg als Fettquelle eine schlechte Verdaulichkeit bzw. ein höherer Grad der 
Sättigung vorliegt. Somit wurde mehr Fett über die Fäzes ausgeschieden und es wurden 
vermehrt Fettseifen (und somit Kalziumseifen) gebildet. GACS und BARLTROP (1977) 
stellten fest, dass Seifen ungesättigter Fette die Kalziumabsorption in geringerem Maße 
senken als Seifen gesättigter Fette. In einer vorherigen Studie mit anderer Fettquelle 
war die Kalziumabsorption nicht so stark beeinflusst (BIELOHUBY et al., 2010). Die 
renale Kalziumausscheidung war in der vorliegenden Studie insgesamt gering 
(Publikation 2, Table 3).  
Um herauszufinden, ob die Höhe des scheinbar verdaulichen Kalziums in allen Diät-
Gruppen ausreichend war, wurde das Verhältnis von scheinbar verdaulichem Kalzium 
zur Energie berechnet. Es ergab sich für die Chow-Diät ein Verhältnis von 98 mg 
scheinbar verdaulichem Kalzium pro MJ ME, für die Diät HFD 78 mg scheinbar 
verdauliches Kalzium pro MJ ME und für die LCHF-Diäten 13-63 mg scheinbar 
verdauliches Kalzium pro MJ ME.  
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Bei Nutzung der Empfehlungen für wachsende Ratten (NRC, 1995) zur Berechnung des 
Verhältnisses von Kalzium zur Energie im Futter würde sich ein Verhältnis von etwa 300 
mg Kalzium pro MJ ME ergeben. Da die sV von Kalzium für die Chow-Diät in der 
vorliegenden Arbeit 31,9% betrug, wäre das Verhältnis von scheinbar verdaulichem 
Kalzium zur Energie für eine Chow-Diät 96 mg scheinbar verdauliches Kalzium pro MJ 
ME (gemäß der zuvor verwendeten Empfehlungen für wachsende Ratten (NRC, 1995)). 
Dies bedeutet, dass die Höhe des scheinbar verdaulichen Kalziums bei allen Diäten mit 
hohem Fettgehalt marginal war.  
Die Kalziumbilanz war in der Chow-Diät signifikant höher als in den Diäten mit hohem 
Fettgehalt, jedoch zeigten alle Diäten eine positive Kalziumbilanz (Publikation 2, Table 
3). Die schlechtere Kalziumbilanz könnte auf eine schlechtere Kalziumverdaulichkeit der 
Diäten mit hohem Fettgehalt zurückzuführen sein. Die sV von Phosphor war in allen 
Versuchsdiäten im Vergleich zur Chow-Diät erhöht. Die fäkale Phosphorausscheidung 
war in allen Versuchsdiäten im Vergleich zur Chow-Diät geringer und die renale 
Ausscheidung von Phosphor höher (Publikation 2, Table 3). In Abb. 3 ist dargestellt, dass 
sich für alle in der Publikation 2 untersuchten Diäten mit hohem Fettgehalt ein 
Verhältnis kleiner 1:1 zwischen scheinbar verdautem Kalzium und scheinbar verdautem 
Phosphor ergab (Chow-Diät: 1,5; HFD: 0,7; LC(HF)-Diäten: 0,1-0,4). 
 
 
Abb. 3: Verhältnis von scheinbar verdautem Kalzium (Ca) zu 




















































Die fäkale Ausscheidung von Kalzium erwies sich in einer Studie von HEANEY und 
NORDIN (2002) als ein wichtiger Bestimmungsfaktor für die fäkale 
Phosphorausscheidung und beeinflusste die sV von Phosphor.  
Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf der Bildung von unlöslichen Kalzium-Phosphor-
Komplexen, da die in Kalziumseifen gebundenen Kalziumionen (es sind bei Diäten mit 
einem hohen Gehalt an ungesättigten Fetten mehr Kalziumseifen vorhanden) keine 
Phosphorionen mehr binden können und somit mehr Phosphor absorbiert werden 
kann. In diesem Fall würde dann mehr Phosphor renal ausgeschieden, was in 
vorliegender Studie festgestellt werden konnte (Publikation 2, Table 3).  
Durch eine schlechte Verfügbarkeit von Kalzium und gleichzeitig bessere Verfügbarkeit 
von Phosphor könnte man einen Anstieg des PTHs (Parathormons) der Tiere annehmen. 
Die Höhe des PTHs im Serum zeigte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine 
signifikanten Unterschiede (Publikation 2, Table 5). Auch in einer Studie von BIELOHUBY 
et al. (2010) mit anderen LCHF-Diäten, die sogar eine geringere Mineralstoffdichte 
aufwiesen, trat dieser Effekt nicht auf. Die Ratten des Versuchs zur Publikation 2 waren 
bei PTH-Bestimmung am Ende des Versuchs fast ausgewachsen (16 Wochen alt). Es ist 
deshalb möglich, dass bei den fast erwachsenen Tieren eine noch größere Dysbalance 
zwischen Kalzium und Phosphor vorliegen müsste, um den PTH-Spiegel zu beeinflussen. 
Die sV der TS war in allen Versuchsdiäten im Vergleich zur Chow-Diät reduziert 
(Publikation 2, Table 2). Je höher der Fettgehalt der Diät war, desto schlechter war die 
sV TS.  
Die sV von Natrium und Kalium war signifikant niedriger, wenn alle Versuchsdiäten als 
Gruppe mit der Chow-Diät verglichen wurden. Durch die schlechtere sV TS ergab sich 
eine größere Menge Kot-TS und eine erhöhte fäkale Wasserausscheidung. KIENZLE et al. 
(2006) und PROLA et al. (2010) zeigten bei Hunden und Katzen, dass die Menge an Kot 
ein wichtiger Faktor für die fäkale Natriumausscheidung, sowie die Menge der fäkalen 
Wasserausscheidung ein wichtiger Faktor für die fäkale Kaliumausscheidung darstellen 
kann. Dieser Zusammenhang konnte in vorliegender Arbeit bestätigt werden, wobei der 
engste Zusammenhang für beide Elemente zur fäkalen TS-Ausscheidung bestand. 
Abb.4 zeigt den Zusammenhang zwischen der Menge der Kot-TS (x; g/kg BW/Tag) und 
der fäkalen  Natriumausscheidung (y; mg/kg BW/Tag): y = 4.5993x - 8.5927; r² = 0.5081. 
Die Menge der Kot-TS (x; g/kg BW/Tag) korrelierte auch mit der fäkalen 
Kaliumausscheidung (y; mg/kg BW/Tag): y = 5.312x - 3.9635; r² = 0.2882.  
Die Menge der Kot-US (x; g/kg BW/Tag) korrelierte mit der fäkalen 
Natriumausscheidung (y; mg/kg BW/Tag): y = 3.4912x - 9.5952; r² = 0.6425.  
Die Menge an Kot-Wasser (x; g/kg BW/Tag) korrelierte mit der fäkalen 
Natriumausscheidung (y; mg/kg BW/Tag): y = 6.2908x + 4.1124; r² = 0.4628 und mit der 
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fäkalen Exkretion von Kalium (y; mg/kg BW/Tag): y = 9.4742x + 6.1673; r² = 0.4464.
 
Abb. 4: Beziehung zwischen der Menge an Kot-TS (x; g/kg BW/Tag) 





Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Ausprägung der LC-Effekte auf alle gemessenen 
Parameter abhängig vom Proteingehalt der Diäten war. Bei Diäten mit sehr geringem 
Proteingehalt waren sie deutlicher ausgeprägt als bei Diäten mit höherem 
Proteingehalt. Allerdings blieb auch bei hoher Proteinzugabe ein LC-Effekt auf das 
Wachstum und den Stoffwechsel der Tiere bestehen. In Verbindung mit einer Studie 
von BIELOHUBY et al. (2011b) konnte festgestellt werden, dass eine LCHF-Diät, die 
sicher eine Ketose bei Ratten auslöste, eine Proteinmangeldiät für das Wachstum der 
Tiere war. Es dürfte somit sehr schwierig sein, eine ketogene Diät für Ratten zu 
konzipieren, bei der Protein für das Wachstum ausreichend zur Verfügung steht und 
gleichzeitig die erwünschte Ketose nicht aufgehoben wird. Für zukünftige Studien mit 
ketogenen LCHF-Diäten bei Ratten ist zu überlegen, ob durch eine Zulage von 
Aminosäuren (wie im Versuch von PISSIOS et al. (2013) z.B. für Methionin gezeigt) der 






























Eine wichtige Feststellung der vorliegenden Arbeit war eine deutliche Diskrepanz einer 
schlechteren Kalziumverfügbarkeit und gleichzeitig besseren Phosphorverfügbarkeit 
durch die Verwendung von ausschließlich ungesättigtem, schlecht verdaulichem 
Rindertalg als Fettquelle bei Hochfettdiäten. Für zukünftige Versuche mit Diäten mit 
hohem Fettgehalt bei Ratten ist die Auswahl einer alternativen Fettquelle zu Rindertalg, 






Einfluss einer kohlenhydratarmen Fütterung 
auf den Stickstoff-Stoffwechsel 
und die Kalziumverfügbarkeit bei Ratten 
 
Kohlenhydratarme Diäten werden in der Humanmedizin zur Gewichtsreduktion bei 
Adipositas eingesetzt. Als ketogene Diät (KD) wird eine kohlenhydratarme Diät mit 
hohem Fettgehalt (low-carbohydrate, high-fat; LCHF-Diät) bei verschiedenen 
Erkrankungen, wie der Epilepsie bei Kindern oder einem Pyruvatdehydrogenase-
Mangel, eingesetzt. LCHF-Diäten, die sicher eine Ketose erzeugen, haben zusätzlich zum 
hohen Fettgehalt und geringen Kohlenhydratgehalt einen sehr niedrigen Proteingehalt. 
Als eine der Nebenwirkungen dieser ketogenen LCHF-Diäten wurde ein negativer 
Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und eine Wachstumsverzögerung bei Kindern mit 
Epilepsie und bei Ratten beschrieben.  
Ziel dieser Arbeit war es, die bei Ratten durch LCHF-Diäten auftretenden Effekte des 
niedrigen Kohlenhydratgehalts, der Ketose, des niedrigen Proteingehalts und des hohen 
Fettgehalts auf den Energie- und Stickstoff-Stoffwechsel und die 
Körperzusammensetzung sowie einige Blutwerte zu differenzieren. Zusätzlich wurden 
Unterschiede in der Verdaulichkeit und Bilanz der Nährstoffe, Mineralstoffe und 
Spurenelemente bei LCHF-Diäten im Vergleich zu einer Chow-Diät und einer Standard-
Diät mit hohem Fettgehalt (HFD, hoher Gehalt an Fett und Kohlenhydraten) untersucht. 
Im ersten Versuch (Publikation 1) wurden 3 LC-Diäten mit unterschiedlich hohem 
Proteingehalt verwendet, wobei das Fett/Protein-Verhältnis der LC-Diäten (in % der TS) 
75/10, 65/20 und 55/30 betrug (Diäten LC75/10, LC65/20, LC55/30). Für das Futter, die 
Fäzes, den Urin und die Körper und Lebern der Ratten wurden der Brennwert, der 
Stickstoff-Gehalt (Kjeldahl-Methode) und das Rohfett ermittelt. In den Blutproben 
wurde der Plasmaprotein-, Albumin- und Triglyzerid-Spiegel untersucht.  
Im zweiten Versuch (Publikation 2) wurden 6 verschiedene LCHF-Diäten und eine HFD 
verwendet, wobei das Fett/Protein-Verhältnis der LCHF-Diäten 75/10, 70/15, 65/20, 
60/25, 55/30 und 50/35 betrug (Diäten LCHF 75/10 – LCHF 50/35). Die Parathormon-
Bestimmung (PTH) im Serum erfolgte mittels Immunoassay.  
Für beide Versuche wurden bei allen LCHF-Diäten und der HFD die Gehalte an 
Mineralstoffen, Spurenelementen und Vitaminen in ein vergleichbares Verhältnis zur 
Energie gesetzt wie bei der Chow-Diät. Die Versuchsdiäten wurden isoenergetisch 
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(mithilfe der umsetzbaren Energie, ME) zur Chow-Diät gefüttert (pairfeeding). Alle 
LCHF-Diäten und die HFD enthielten als einzige Fettquelle Rindertalg und alle 
Versuchsdiäten enthielten als einzige Proteinquelle Natriumcasein. Die männlichen 
Wistar-Ratten waren zu Beginn des Versuchs 12 Wochen alt. Nach einer Adaption der 
Ratten an die zugeteilte Versuchsdiät wurde über mindestens 5 aufeinanderfolgende 
Tage die Futteraufnahme bestimmt und während dieser Zeit täglich Kot und Urin der 
Tiere gesammelt. 
Der erste Versuch (Publikation 1) dieser Arbeit zeigte, dass die Gewichtszunahme der 
Ratten geringer war, je höher der Fettgehalt und je niedriger der Proteingehalt der LC-
Diäten war. Der Grad der Reduktion war abhängig von der Höhe der Aufnahme an 
verdaulichem Rohprotein (die tägliche Gewichtszunahme war im Vergleich zur Chow-
Diät bei Ratten der Gruppe LC75/10 um 50% und bei Ratten der Gruppe LC55/30 um 
20% reduziert).  
Die renale Exkretion von Stickstoff war abhängig von der Aufnahme an verdaulichem 
Protein (in g/Ratte/d: Chow: 0,23; LC75/10: 0,05; LC65/20: 0,14). Auch die renale 
Exkretion von Energie war abhängig von der Aufnahme an verdaulichem Protein und 
war zusätzlich abhängig von der renalen Stickstoff-Ausscheidung (in kJ/Ratte/d: Chow: 
4,17; LC75/10: 1,39; LC65/20: 2,36). Im Urin war das Verhältnis von Energie zu Stickstoff 
bei der Gruppe LC75/10 fast doppelt so hoch wie bei allen anderen Gruppen (in kJ/g 
Stickstoff: LC75/10: 30,10; alle anderen Diäten: 13,72-17,75).  
Der Proteingehalt des Körpers war bei Ratten der Chow-Gruppe am höchsten und 
signifikant am niedrigsten bei Ratten der Gruppe LC75/10 (in g/Ratte: Chow: 94; 75/10: 
79). Die Ratten der Gruppe LC75/10 entwickelten Zeichen einer 
Proteinmangelernährung, wie ein reduziertes Wachstum, eine geringere Stickstoff-
Bilanz, einen geringeren Proteingehalt des Körpers, einen erhöhten Fettgehalt des 
Körpers und der Leber und eine Hypoproteinämie. Diese Effekte wurden bei den 
Gruppen der nicht-ketogenen Diäten LC65/20 und LC55/30 nicht in diesem Maße 
beobachtet. Durch die dargestellten Ergebnisse wurde die Hypothese entwickelt, dass 
eine ketogene LC-Diät für wachsende Ratten eine Proteinmangel-Diät ist, auch wenn 
Casein als sehr hochwertige Proteinquelle verwendet wird. Eine Erhöhung des 
Proteingehalts einer KD kann negative LC-Effekte, z.B. auf das Wachstum der Ratten 
zwar verbessern, allerdings kann so auch die Entstehung der Ketose bei den Ratten 
verhindert werden. 
Im zweiten Versuch dieser Arbeit (Publikation 2) war die scheinbare Verdaulichkeit (sV) 
von Kalzium für alle Diäten mit hohem Fettgehalt (LCHF-Diäten und HFD) signifikant, um 
mindestens 30% im Vergleich zur Chow-Diät reduziert. Die fäkale Exkretion von Kalzium 
korrelierte positiv mit der fäkalen Ausscheidung von Fett (r2 = 0,68; p < 0,001). Dieser 
Effekt basierte vermutlich auf der Bildung von Kalziumseifen.  
Die sV von Phosphor war bei allen Diäten mit hohem Fettgehalt erhöht (Chow: 42,1%; 
Diäten mit hohem Fettgehalt: 58,7-79,5%).  
VI. Zusammenfassung 
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Es ergab sich für alle Diäten mit hohem Fettgehalt ein geringeres Verhältnis von 
scheinbar verdautem Kalzium zu scheinbar verdautem Phosphor (Chow-Diät: 1,5; HFD: 
0,7; LCHF-Diäten: 0,1-0,4). Die Höhe des PTH-Spiegels im Serum der Ratten war nicht 
von der Art der Diät abhängig.  
Aufgrund der Ergebnisse konnte resümiert werden: Bei Diäten für Ratten mit hohem 
Fettgehalt muss bei der Verwendung von gesättigten, langkettigen Fettsäuren mit der 
Möglichkeit der Bildung von unlöslichen Kalziumseifen (wie bei Rindertalg) mit 
negativen Auswirkungen auf die Kalziumbilanz und das Verhältnis von scheinbar 





Effect of low-carbohydrate diets 
on nitrogen metabolism 
and on the availability of calcium in rats 
 
In human medicine, low-carbohydrate (LC) diets are used for weight loss in obese 
humans. As a ketogenic diet (KD), low-carbohydrate, high-fat (LCHF) diets are used as a 
therapy for various indications such as epilepsy in children and pyruvate hydrogenase 
deficiency. To ensure a ketosis, LCHF diets must be very high in fat, very low in 
carbohydrate and also low in protein content. Studies have shown side effects of these 
ketogenic LCHF diets such as a negative influence on bone metabolism and reduction of 
growth in children with epilepsy and in rats.  
The aim of this work was to differentiate effects of low-carbohydrate content, ketosis, 
low-protein content and high-fat content of LCHF diets on energy and nitrogen 
metabolism, body composition, and some blood values in rats. Additionally, differences 
in digestibility and balance of nutrients, minerals and trace elements of LCHF diets were 
investigated and compared to a chow diet and a standard high fat diet (HFD, high in fat 
and carbohydrates). 
In the first trial (publication 1), 3 LC diets with different protein content were used, 
whereas the ratio of fat/protein of LC diets (in % DM, dry matter) was 75/10, 65/20, and 
55/30 (diets LC75/10, LC65/20, LC55/30). For feed, feces, urine, bodies and livers of the 
rats, gross energy, nitrogen (Kjeldahl method) and crude fat were analyzed. Blood 
samples were tested for total plasma protein, albumin and triacylglycerol.  
In the second trial (publication 2), 6 different LCHF diets and a HFD were examined and 
the ratio of fat/protein of LCHF diets was 75/10, 65/20, 60/25, 55/30, and 50/35 (diets 
LCHF 75/10 – LCHF 50/35). Serum PTH (parathyroid hormone) was measured by 
immunoassay.  
For both trials, nutrient-to-energy ratio for minerals, trace elements and vitamins of all 
LCHF diets and the HFD diet were matched to the same ratio as in the chow diet. Diets 
were iso-energetically pairfed to the chow diet (pairfeeding based on metabolizable 
energy, ME). The only fat source of the LCHF diets and the HFD diet was tallow and the 
only protein source of all diets was sodium casein. Male Wistar rats aged 12 weeks at 
starting trials. After adaption of the rats to the respective diet, food intake was 
measured to a minimum of 5 consecutive days and during this time fecal and urine 
samples were collected daily. 
VII. Summary 
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The first trial of this work (publication 1) indicated a reduced body weight gain of rats in 
combination with higher fat content and lower protein content of the LC diets. The 
degree of reduction depended on the amount of digestible crude protein (daily weight 
gain was lowered to 50% in rats of the LC75/10 group and to 20% in rats of the LC55/30 
group).  
Renal nitrogen excretion was related to digestible protein intake (in g/rat/d: chow: 0,23; 
LC75/10: 0,05; LC65/20: 0,14). Renal energy excretion was also related to digestible 
protein intake and it was additionally associated with renal nitrogen excretion (in 
kJ/rat/d: chow: 4,17; LC75/10: 1,39; LC65/20: 2,36). Urine of rats of the LC75/10 group 
showed a nearly doubled ratio of energy-to-nitrogen compared to all other groups (in 
kJ/g nitrogen: LC75/10: 30,10; all other diets: 13,72-17,75).  
Protein content of the bodies was highest in rats of the chow group and significantly 
lowest in rats of the LC75/10 group (in g/rat: chow: 94; 75/10: 79). Rats of the LC75/10 
group showed signs of a protein malnutrition, such as reduced growth, reduced 
nitrogen balance, reduced body protein content, higher fat content of bodies and livers 
and hypoproteinemia. These effects were less marked in the groups of the non-
ketogenic diets LC65/20 and LC55/30. Presented results led to the hypothesis, that a 
ketogenic LC diet for growing rats is a protein-deficient diet, even if high quality protein 
like casein is used as the protein source. If protein content of a ketogenic diet is 
increased, negative LC-effects (for example on growth of rats) indeed can be improved, 
but also development of the ketosis of rats can be inhibited.  
In the second trial of this work (publication 2), apparent digestibility of calcium was 
reduced significantly, to a minimum of 30% in comparison to the chow diet, in all diets 
with a high fat content (LCHF diets and HFD). Fecal excretion of calcium was correlated 
positively with fecal fat excretion (r2 = 0,68; P < 0,001). This effect might be based on the 
formation of calcium soaps.  
Apparent digestibility of phosphorous was higher in all diets with a high fat content 
(chow: 42,1%; high-fat diets: 58,7-79,5%). A reduced ratio of apparently digested 
calcium to apparently digested phosphorous was shown for all diets with a high fat 
content (chow diet: 1,5; HFD: 0,7; LCHF diets: 0,1-0,4). Level of PTH in serum of rats was 
not affected by type of diet.  
Due to this results it could be resumed: Using diets with a high fat content for rats in 
combination with highly saturated long-chain fatty acids with the possibility of the 
formation of calcium soaps (like tallow) as a fat source, one would expect negative 
effects on calcium balance and on the ratio of apparently digested calcium to 
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